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1. CLASIFICACIÓN DE LAS BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO 
(BLEE) 
 
Las beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) se han definido tradicionalmente como 
enzimas capaces de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas incluyendo las de amplio espectro y 
monobactams, pero no cefamicinas ni carbapenemas. Estas enzimas pueden ser inactivadas 
por compuestos como el ácido clavulánico o el sulbactam (Philippon y cols., 1989). 
Las beta-lactamasas se han clasificado utilizando diferentes criterios; esencialmente su 
estructura molecular (clasificación de Ambler) y sus características enzimáticas (clasificación 
según Bush, Jacoby y Medeiros): 
i) la clasificación molecular de Ambler (Ambler y cols., 1980) divide a las beta-
lactamasas en cuatro clases (A, B, C y D) basándose en la estructura de la proteína. 
Las enzimas de los grupos A, C y D son serin-beta-lactamasas, que contienen una 
serina en su centro activo, y las del grupo B son metalo-beta-lactamasas, dependientes 
de Zn+2.  
ii) la clasificación funcional propuesta por Bush, Jacoby y Medeiros en 1995 y 
actualizada en 2009 (Bush y cols., 1995; Bush y cols., 2010) establece diferentes 
grupos según su sustrato y el perfil de inhibición por inhibidores de beta-lactamasas 
(Tabla 1):  
a. El grupo 1 incluye enzimas de la clase C de Ambler que hidrolizan cefalosporinas 
y no son inhibidas por el ácido clavulánico o tazobactam. 
b. El grupo 2 incluye enzimas de las clases A y D de Ambler que se inhiben por el 
ácido clavulánico y está compuesto por 12 subgrupos. 
c. El grupo 3 incluye enzimas de la clase B de Ambler. Son metalo-beta-lactamasas 
que requieren  para actuar de la unión de Zn+2 a su centro activo y que se inhiben 
por agentes quelantes como el EDTA, pero que no se inhiben por el ácido 
clavulánico o por tazobactam. 
d. El grupo 4, incluido en la clasificación inicial, no aparece en la actualización del 
año 2010. La mayoría enzimas incluidas inicialmente en este grupo no están 
completamente caracterizadas y podrían ser clasificadas en los grupos anteriores. 
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 Recientemente, Giske y cols. (Giske y cols., 2009) han propuesto una clasificación 
para facilitar el control epidemiológico de las BLEE (Tabla 2) y acoger bajo el término de 
BLEE a las cefamicinasas o beta-lactamasas AmpC plasmídicas y las carbapenemasas 
transferibles. Se establecen así tres grupos: BLEEA, BLEEM y BLEECARBA con diferentes 
subclases cada uno, de acuerdo con sus características fenotípicas. El grupo BLEEA agrupa a 
las beta-lactamasas de clase 2be, dónde se encuentran las BLEE más prevalentes (TEM, SHV 
y CTX-M). El grupo BLEEM engloba, entre otras a las AmpC plasmídicas y las BLEE tipo 
OXA. El grupo BLEECARBA está compuesto por carbapenemasas, incluyendo las metalo-beta-
lactamasas y serin-beta-lactamasas con actividad hidrolítica frente a carbapenemas. 
 
 
 Tabla 2. Clasificación de BLEE propuesta por Giske y cols. (Adaptado de Giske y cols., 2009). 
a. Resistente a ácido clavulánico. b. Los aislados productores de OXA-48 pueden presentar sensibilidad in 
vitro a las cefalosporinas. 
Beta-lactamasas con actividad hidrolítica frente a cefalosporinas de espectro extendido y carbapenemas 
    BLEEA BLEEM BLEECARBA 
   BLEEA Alta prevalencia 
CTX-M, TEM, SHV, 
VEB, PER 
BLEEM-C (AmpC 
plasmídicas) 
CMY, FOX, MIR, 
MOX, DHA, LAT, 
BIL, ACT, ACC 
BLEECARBA-A 
KPC, GES-2, -4,-5,-6,-8, 
NMC, SME, IMI-1,-2 
   BLEECARBA-B (metalo-
beta-lactamasas) 
IMP, VIM, SPM-1 GIM-1, 
SIM-1, AIM-1 
 
Tipos de 
beta-lactamasas 
BLEEA Baja prevalencia 
GES-1, -3,-7,-9, 
SFO-1, BES-1, BEL-1, 
TLA, IBC, CMTa 
BLEEM-D (OXA-BLEE) 
Grupo OXA-10 
Grupo OXA-13 
Grupo OXA-2 
OXA-18, OXA-45 BLEECARBA-D (OXA-
carbapenemasas) 
Grupo OXA-23 
Grupo OXA-24 
OXA-48b, Grupo OXA-58 
    
Características Resistentes a 
cefalosporinas de espectro 
extendido. Sinergia con 
ácido clavulánico 
Resistentes a 
cefalosporinas de 
espectro extendido. 
Detección fenotípica 
(BLEEM-C) y genotípica 
(BLEEM-D) 
Resistentes a 
cefalosporinas de espectro 
extendido y al menos a 
una carbapenema. 
BLEECARBA detectadas con 
métodos fenotípicos y/o 
genotípicos 
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2. ORIGEN Y EVOLUCIÓN DE BLEE 
  
Las BLEE incluyen enzimas pertenecientes a la clase A de Ambler y funcionalmente al grupo 
2be y enzimas de la familia de las OXA que pertenecen a la clase D de Ambler y al grupo 
funcional 2de (Tabla 1) y se clasifican según su secuencia de aminoácidos en diferentes 
familias. Aunque existen diferencias en la prevalencia de los distintas familias, las 
mayoritarias son las de tipo TEM, SHV y CTX-M, seguidas de OXA, PER y VEB. Otras 
BLEE aisladas menos frecuentemente son SFO, TLA, GES, IBC y BEL (Tabla 3). Estas 
enzimas derivan de genes de beta-lactamasas cromosómicas por mutaciones y movilización e 
integración de los mismos en diferentes estructuras genéticas, siendo la mayoría de ellas de 
codificación plasmídica (Barlow y cols., 2008; Cantón, 2008a).  
 
2.1 Enzimas tipo SHV 
Las enzimas de tipo SHV (Sulfhidrilo Hidroxil Variable) derivan de la beta-lactamasa 
cromosómica de K. pneumoniae SHV-1 (Paterson y cols., 2005). La primera BLEE de este 
tipo, que también fue la primera BLEE descrita, se detectó en 1983 en Alemania en un aislado 
de Klebsiella ozaenae que presentaba un fenotipo de resistencia poco habitual y que se 
transfería por conjugación. Se trataba de la variante SHV-2 que difería de su predecesor SHV-
1 en una mutación aminoácidica (Knothe y cols., 1983). 
 Hasta el momento se han descrito 134 variantes de SHV (www.lahey.org/studies), 
siendo la mayoría de ellas BLEE, aunque también existen variantes que muestran resistencia 
variable a inhibidores de beta-lactamasas de clase A (SHV-10, 26, 49, 56 y 72). 
 Se han detectado en diferentes especies de enterobacterias, principalmente en E. coli y 
K. pneumoniae aunque también en P. aeruginosa y en Acinetobacter spp. (Paterson y cols., 
2005).  
 La movilización del gen cromosómico blaSHV-1 del que derivan los diferentes genes 
blaSHV está asociada a la secuencia de inserción IS26 (Ford y cols., 2004). 
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2.2 Enzimas tipo TEM 
Las BLEE de tipo TEM son derivados de TEM-1 y TEM-2 (Novais y cols., 2010), aunque su 
origen es desconocido. La enzima TEM-1 se describió por primera vez en 1965 en Grecia en 
un aislado de Escherichia coli procedente de un paciente llamado Temoniera, de ahí la 
denominación de TEM (Datta y cols., 1965). TEM-1 hidroliza penicilinas y cefalosporinas de 
primera generación como cefazolina pero no exhibe actividad frente a beta-lactámicos de 
amplio espectro, siendo inhibida por el ácido clavulánico. La enzima TEM-2 se describió en 
1972 y se diferencia de TEM-1 en una mutación puntual en la posición 39 (Lys-Gln) lo que 
confiere un cambio en su punto isoeléctrico pero no en la actividad hidrolítica (Barthélémy y 
cols., 1985). 
 En 1984 se describió en Francia, en distintos aislados de K. pneumoniae, la primera 
BLEE tipo TEM inicialmente denominada CTX-1, que posteriormente se nombró como 
TEM-3, que presentaba dos mutaciones respecto a TEM-2 y que se encontraba en un 
plásmido conjugativo del grupo de incompatibilidad IncL/M (Novais y cols., 2010; Sirot y 
cols., 1987; Sougakoff y cols., 1988). Hasta el momento se han descrito 182 variantes que 
incluyen también las enzimas IRT (Inhibitor-Resistant TEM), que son enzimas de amplio 
espectro resistentes a los inhibidores de beta-lactamasas, y las CMT (Complex Mutant TEM) 
que son enzimas que combinan los perfiles de BLEE e IRT (www.lahey.org/studies). 
 La mayoría de estas enzimas se ha descrito en E. coli y K. pneumoniae, aunque 
también se han identificado en otras especies de enterobacterias como Enterobacter 
aerogenes, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Proteus rettgeri y Salmonella spp. y 
también en Pseudomonas aeruginosa (Bradford, 2001). 
 Las enzimas TEM derivan de los genes blaTEM que se encuentra localizados en 
derivados de Tn3 (blaTEM-1a), Tn2 (blaTEM-1b) y Tn1 o Tn801 (blaTEM-2) (Novais y cols., 2010). 
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2.3 Enzimas tipo CTX-M 
Las enzimas de tipo CTX-M se dividen según su secuencia de aminoácidos en cinco grupos: 
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25 (Figura 1; www.lahey.org/studies; 
Cantón y cols., 2006; Rossolini y cols., 2008). Tienen una gran actividad hidrolítica frente a 
cefotaxima y algunas de sus variantes también hidrolizan ceftazidima. 
 Las BLEE de tipo CTX-M derivan de beta-lactamasas cromosómicas de distintas 
especies de Kluyvera. El origen de los grupos CTX-M-1 y CTX-M-2 parece estar en genes de 
Kluyvera ascorbata y los grupos CTX-M-8 y CTX-M-9 habrían evolucionado a partir de 
genes de Kluyvera georgiana. El origen del grupo CTX-M-25 no se ha identificado de forma 
precisa pero se cree que también podría derivar de otros miembros del género Kluyvera 
(Rodríguez y cols., 2004; Rossolini y cols., 2008; Olson y cols., 2005). 
 En 1986, se describió en Japón una cepa de E. coli resistente a cefotaxima procedente 
de las heces de un perro de laboratorio, en la que se caracterizó la beta-lactamasa FEC-1 
(Matsumoto y cols., 1988). Posteriormente, en 1989, se describió en Alemania una cepa de E. 
coli con un fenotipo similar a FEC-1 que producía una BLEE y se designó como CTX-M-1, el 
nombre proviene de su elevada actividad hidrolítica frente a la cefotaxima y a que el primer 
aislado se obtuvo en la ciudad de Munich, (Bauernfeind y cols., 1990). Simultáneamente en 
Argentina se describió la enzima CTX-M-2 en cepas de Salmonella typhymurium 
(Bauernfeind y cols., 1992). En 1996, se detectó el primer aislado productor de CTX-M-8 en 
Brasil (Bonnet y cols., 2000a) y en 1994 el primer aislado de E. coli productor de CTX-M-9 
en Francia.  
 Se han caracterizado hasta el momento 100 variantes de CTX-M 
(www.lahey.org/studies) en diferentes especies de enterobacterias y ampliamente diseminadas 
tanto en el compartimento hospitalario como en la comunidad y distribuidas por todo el 
mundo, constituyendo en la actualidad el grupo más prevalente de BLEE (Cantón y cols., 
2006). 
La movilización de los genes cromosómicos de los que derivan los distintos tipos de 
CTX-M, parece haberse producido a través de secuencias de inserción como ISEcp1 o ISCR1, 
o secuencias relacionadas con bacteriófagos (Oliver y cols., 2005; Rossolini y cols., 2008; 
Toleman y cols., 2006). En algunos casos los genes blaCTX-M se han asociado a IS26, aunque 
no existen estudios que asocien directamente a esta secuencia de inserción con eventos de 
movilización (Cullik y cols., 2010; Literacka y cols., 2009). 
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2.4 Otras BLEE 
Las beta-lactamasas de tipo OXA se caracterizan por su gran actividad hidrolítica frente a 
oxacilina, ampicilina y cefalotina y por no ser apenas inhibidas por el ácido clavulánico. La 
primera OXA tipo BLEE (OXA-11) deriva de OXA-10 y fue descrita de una muestra de 
sangre de un paciente de Turquía en un aislado de P. aeruginosa (Hall y cols., 1993). En la 
actualidad hay descritas 11 variantes de OXA con perfil de BLEE (www.lahey.org/studies). 
Se han identificado mayoritariamente en P. aeruginosa, y también en Acinetobacter baumanii 
y en diferentes especies de enterobacterias (Naas y cols., 2008). 
 Las BLEE de la familia PER presentan sólo un 25% de homología con las enzimas 
tipo TEM y SHV. Confieren resistencia a penicilinas, cefotaxima, ceftazidima y aztreonam. 
Su actividad se inhibe por el ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam. Hasta la fecha, se 
han descrito 6 variantes de enzimas tipo PER (www.lahey.org/studies).  
La enzima PER-1 se describió por primera vez en Francia en 1991 de un aislado de un 
paciente originario de Turquía. Está muy diseminada en Acinetobacter spp. y en P. 
aeruginosa. PER-2, que presenta un 86% de homología en aminoácidos con PER-1, fue 
descrita por primera vez en cepas de S. enterica serovar Thyphimurium en 1996 en Argentina 
(Bauernfeind y cols., 1996) y posteriormente en otras especies de bacterias Gram-negativas. 
Es reseñable que mientras PER-1 se ha descrito principalmente en Turquía y Corea, PER-2 
sólo se ha encontrado en América del Sur (Naas y cols., 2008). 
La primera enzima descrita de tipo VEB (VEB-1) presenta una homología de 
secuencia de aminoácidos con PER-1 y PER-2 del 38,0%. Confiere resistencia a ceftazidima, 
cefotaxima y aztreonam y se inhibe por ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam y también 
por imipenem y cefoxitina. La primera descripción se hizo en 1996 en un aislado de E. coli en 
Francia de un paciente vietnamita (Poirel y cols., 1999). Hasta el momento se han descrito 7 
variantes diferentes de este tipo de enzimas (www.lahey.org/studies). 
Las BLEE de tipo GES (también denominadas IBC) presentan un perfil hidrolítico 
similar a otras BLEE de clase A de Ambler, es activa frente a penicilinas y cefalosporinas de 
amplio espectro, pero no frente a cefamicinas o carbapenemas y es inhibida por el ácido 
clavulánico, tazobactam e imipenem. La primera BLEE de este grupo, denominada GES-1, se 
describió por primera vez en K. pneumoniae en Francia (Poirel y cols., 2000). En la 
actualidad se han descrito 16 variantes (www.lahey.org/studies), identificadas en países de 
distintos continentes como Argentina, Brasil, China, Corea, Japón, Francia, Grecia, Portugal y 
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Sudáfrica (Mendonça y cols., 2009; Naas y cols., 2008; Piersigilli y cols., 2009). Se han 
diseminado de manera creciente en P. aeruginosa, E. coli y K. pneumoniae. 
 Otras BLEE de menor prevalencia son SFO, TLA, BEL y BES, descritas de manera 
esporádica en diferentes países (Matsumoto y cols., 1999; Bonnet y cols., 2000b; Poirel y 
cols., 2005; Silva y cols., 2000, Naas y cols., 2008). 
 
3. EPIDEMIOLOGÍA Y DISEMINACIÓN DE BLEE 
 
La epidemiología de las BLEE ha sufrido cambios notables desde la descripción del primer 
aislado productor de estas enzimas en 1983 (Figura 2). En un principio, la mayoría de las 
BLEE descritas eran de tipo TEM o SHV. Los aislados productores de estas enzimas estaban 
asociados principalmente a brotes nosocomiales, esencialmente en Unidades de Cuidados 
Intensivos (UCI) y la prevalencia de K. pneumoniae era mucho más elevada que la de E. coli. 
Los factores de riesgo incluían la estancia en UCI, cirugía reciente, utilización de catéteres, 
tiempos prolongados de hospitalización y uso previo de cefalosporinas y/o aminoglucósidos 
(Cantón y cols., 2008b). En los últimos años la gran mayoría de los aislados productores de 
BLEE son E. coli con CTX-M que proceden de pacientes de la comunidad y principalmente 
causantes de infecciones del tracto urinario. Estos aislados presentan una epidemiología 
compleja debida no sólo a la diseminación de clones ampliamente distribuidos, sino también 
de plásmidos y su asociación con otros elementos genéticos (Cantón y cols., 2006; Coque y 
cols., 2008a; Paterson y cols., 2005). 
 Diferentes estudios de vigilancia epidemiológica muestran más prevalencia de 
enterobacterias productoras de BLEE en Latinoamérica o en la región Asia-Pacífico que en 
Europa o América. Estos estudios también ponen de manifiesto las diferencias en la 
distribución de K. pneumoniae y E. coli, reflejando una mayor prevalencia de K. pneumoniae 
en Asia y en Sudamérica, y una distribución más uniforme de E. coli entre los distintos 
continentes (Coque y cols., 2008a; Reinert y cols., 2007; Winokur y cols., 2001). 
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Las diferencias epidemiológicas entre estos dos microorganismos se hacen más 
patentes en el caso de pacientes hospitalizados y con factores de riesgo de colonización por 
este tipo de microorganismos. Así, K. pneumoniae presenta una mayor diseminación clonal, 
frecuentemente en UCI y unidades de neonatos, donde los pacientes tienen una mayor 
facilidad para adquirir microorganismos multiresistentes (Ben-Hamouda y cols., 2004; 
Laurent y cols., 2008; Peña y cols., 2001; Velasco y cols., 2009). Estos pacientes están 
sometidos a diversas manipulaciones y a una mayor presión antibiótica lo que aumenta el 
riesgo de selección de cepas resistentes y la presión de colonización en las unidades. El 
género Klebsiella, por sus características especiales, está bien adaptado al medio hospitalario 
ya que puede sobrevivir más que otras especies en las superficies o en las manos del personal 
hospitalario, facilitando las infecciones cruzadas dentro de un hospital (Casewell y cols., 
1981). Se han descrito brotes hospitalarios asociados a enzimas del tipo SHV (SHV-4 o SHV-
5; Arlet y cols., 1994; Briñas y cols., 2004), del tipo TEM (TEM-68; Fiett y cols., 2000) y 
más recientemente a CTX-M-15 (Carrër y cols., 2009; Damjanova y cols., 2008). 
Figura 2. Evolución epidemiológica de las BLEE desde su primera descripción hasta la actualidad. 
(Adaptado de Cantón y cols., 2007). Alodemia se define como el aumento de un determinado carácter 
en una población debido a la aparición de múltiples caracteres (Baquero y cols., 2002). 
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 Los aislados de E. coli productor de BLEE presentan una epidemiología más compleja 
que los de K. pneumoniae con brotes epidémicos causados por clones productores de 
determinadas BLEE, como CTX-M-15 (Naseer y cols., 2007) o diseminaciones clonales 
asociadas en algunos casos a plásmidos altamente transmisibles (Novais y cols., 2006; Peña y 
cols., 2006; Rodríguez-Baño y cols., 2006). 
En los últimos años, el aumento de la prevalencia de E. coli productor de BLEE en la 
comunidad ha sido más que notable, sobre todo asociado a las enzimas de tipo CTX-M. En 
algunos de estos casos, están relacionados con brotes comunitarios como el caso de Canadá y 
CTX-M-14 o en el Reino Unido asociado a CTX-M-15 (Pitout y cols., 2005a; Woodford y 
cols., 2004). Este aumento también se ha puesto de manifiesto en estudios realizados en 
residencias de ancianos o instituciones sanitarias de larga estancia lo que facilita la 
diseminación de estos aislados dentro del hospital cuando los pacientes son ingresados y están 
colonizados por microorganismos productores de BLEE (Oteo y cols., 2006; Romero y cols., 
2005). Otros trabajos revelan la presencia de enterobacterias productoras de BLEE en la 
comunidad clonalmente relacionadas con aislados de brotes hospitalarios, donde los pacientes 
habían sido previamente ingresados (Arpin y cols., 2005; Woodford y cols., 2007). La entrada 
de microorganismos productores de BLEE desde la comunidad al hospital también se ha 
detectado en pacientes sin contacto previo con el hospital. En un estudio llevado a cabo por 
Ben-Ami y cols. en 2006 se demuestra que los portadores fecales de enterobacterias 
productoras de BLEE antes del ingreso tienen más riesgo de desarrollar bacteriemias por el 
mismo microorganismo durante su estancia hospitalaria (Ben-Ami y cols., 2006). El hecho de 
que los portadores fecales puedan representar un potencial reservorio para estas bacterias 
queda reflejado en distintos estudios llevados a cabo en portadores sanos donde se refleja un 
aumento en la prevalencia de estos aislados a lo largo del tiempo (Castillo y cols., 2007; Miró 
y cols., 2005; Valverde y cols., 2004; Woerther y cols., 2010). Estos porcentajes podrían no 
reflejar la situación de la población general, puesto que hay que tener en cuenta el consumo 
previo de antibióticos en muchos casos y el contacto con microorganismos multirresistentes 
del hospital. En los estudios donde se analiza la prevalencia de portadores fecales de 
enterobacterias productoras de BLEE en voluntarios sanos, las cifras de colonización son 
menores que en el caso de pacientes, como en niños de Latinoamérica sin exposición previa ni 
contacto sanitario con ningún centro, trabajadores sanitarios y estudiantes en el Líbano o 
voluntarios sanos de España, Arabia Saudí y la Guayana Francesa (Kader y cols., 2007; 
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Moubareck y cols., 2005; Pallecchi y cols., 2007; Valverde y cols., 2004; Woerther y cols., 
2010).  
Las enterobacterias productoras de BLEE son también frecuentemente aisladas de 
muestras medioambientales y en animales. Distintos trabajos muestran la prevalencia de estos 
microorganismos en muestras de aguas y de alimentos (Jouini y cols., 2007; Machado y cols., 
2009; Mesa y cols., 2006, Prado y cols., 2008) y también su posible transmisión a través de la 
cadena alimentaria (Lavilla y cols., 2008a; Prats y cols., 2003). Varios autores han 
documentado la presencia aislados productores de BLEE en animales de distintos orígenes, ya 
sean de granja, de vida libre o mascotas. En todos ellos se muestra un aumento de los mismos, 
especialmente aquellos con enzimas del tipo CTX-M (Carattoli, 2008; Ewers y cols., 2010; 
Sun y cols., 2009; Torres y cols., 2007). 
 
4. DISPERSIÓN DE BLEE 
 
El incremento experimentado en los últimos años en el número de aislados productores de  
BLEE puede estar asociado a la diseminación de clones ampliamente distribuidos, la 
asociación con otros genes de resistencia, favoreciendo así los procesos de coselección, y la 
presencia de estos genes en diferentes plataformas genéticas de transferencia horizontal como 
secuencias de inserción, transposones y plásmidos que facilitarían su dispersión.  
 
4.1 Diseminación de clones 
Uno de los factores responsables del aumento de enterobacterias productoras de BLEE es la 
diseminación clonal. Uno de los casos más representativos en cuanto a la rápida diseminación 
por distintos países es la que se ha producido con el clon B2-E. coli O25:H4-ST131, en 
general resistente a ciprofloxacino, que causa infecciones del tracto urinario y que se ha 
asociado con la pandemia de CTX-M-15. Este clon se ha detectado en diferentes países como 
Canadá, España, Francia, Grecia, Italia, Noruega, Portugal, Suiza y Turquía (Coque y cols., 
2008b; Pitout y cols., 2009) y es capaz de adquirir distintos elementos genéticos y genes de 
resistencia y se ha detectado en aislados no productores de BLEE obtenidos de voluntarios 
sanos (Lau y cols., 2008a; Leflon-Guibout y cols., 2008; Oteo y cols., 2009a; Pitout y cols., 
2009). Otros linajes son responsables de la diseminación de determinadas BLEE, como el 
caso de A- E. coli-ST10 o B1-E. coli-ST359 o ST155, que se identifican principalmente entre 
los productores de CTX-M-14 en España (Valverde y cols., 2009). 
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 En el caso de K. pneumoniae productor de BLEE, distintos trabajos exponen la 
presencia de clones epidémicos entre diferentes países (Hrabák y cols., 2009; Kassis-Chikhani 
y cols., 2006). Las diseminaciones a nivel nacional de clones determinados han sido también 
descritas en varios estudios. En Grecia, una cepa productora de SHV-5 que se detectó por 
primera vez en los años 90, en la actualidad ha adquirido también una VIM-1. Este clon se ha 
diseminado en distintos hospitales griegos y en Francia (Kassis-Chikhani y cols., 2006; 
Psichogiou y cols., 2008). En Hungría los brotes epidémicos de las UCI neonatales se han 
producido por cepas de K. pneumoniae productoras de SHV-5 y SHV-2a (Damjanova y cols., 
2007). Recientemente, se ha descrito en este país la diseminación de los clones ST11, ST15 y 
ST147 de K. pneumoniae productoras de CTX-M-15, resistentes a ciprofloxacino en UCI de 
diferentes hospitales del país (Damjanova y cols., 2008). En otros casos, se ha descrito la 
persistencia durante varios años de clones de K. pneumoniae productor de BLEE en 
instituciones concretas como el caso de Francia (TEM-24) o España (TEM-4, SHV-12) 
(Coque y cols., 2002; Giraud-Morin y cols., 2003; Valverde y cols., 2008a). 
 Esta diseminación clonal también se produce en otras especies de enterobacterias 
como en el caso del clon de E. aerogenes productor de TEM-24 ampliamente diseminado en 
hospitales de Bélgica, Francia, Portugal y España desde 1990 (Coque y cols., 2008a; Novais y 
cols., 2010). Otro clon de E. cloacae con un plásmido conjugativo portador de los genes 
qnrA1, blaCTX-M-9 y aadB se ha detectado en 11 de 15 hospitales holandeses y ha causado 
brotes en al menos 4 de ellos (Paauw y cols., 2007). En diferentes países también se han 
detectado clones causantes de brotes hospitalarios de especies como P. mirabilis (TEM-24) 
(Biendo y cols., 2005; Novais y cols., 2010), Shigella sonnei, S. marcescens (CTX-M-3) 
(Ivanova y cols., 2008) y K. oxytoca (SHV-5 y TEM-7) (Decré y cols., 2004; Venezia y cols., 
1995). 
 
4.2 Diseminación plasmídica de genes blaBLEE 
Los genes blaBLEE se localizan frecuentemente en plásmidos conjugativos que pertenecen a 
grupos de incompatibilidad clásicos (Carattoli, 2009; Coque y cols., 2008a; Couturier y cols., 
1988; Datta y cols., 1983). Estos plásmidos pueden tener distinto rango de hospedador, lo que 
determina su diseminación en diferentes especies. Los grupos de incompatibilidad más 
prevalentes son IncI, IncF, IncK, IncA/C e IncN capaces de vehicular BLEE de distintas 
clases y familias (Carattoli, 2009). Estos plásmidos se describieron en los primeros aislados 
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resistentes a antibióticos, lo que sugiere una evolución de los mismos mediante la adquisición 
de nuevos genes de resistencia asociados a diferentes elementos genéticos como secuencias de 
inserción, integrones o transposones (Cantón y cols., 2006). 
Conocer la naturaleza de los plásmidos puede ser de utilidad a la hora de explicar la 
difusión de determinadas BLEE. Así, la diseminación de microorganismos productores de 
CTX-M-15, CTX-M-3, CTX-M-9 y CTX-M-14, entre otras BLEE, se ha asociado con 
plásmidos altamente transmisibles. La diseminación internacional de CTX-M-15 se debe a un 
plásmido del grupo IncFII, distribuido en países como Canadá, India, Kuwait, España y 
Portugal (Coque y cols., 2008b). En otros casos, se trata de fenómenos locales como ocurre 
con CTX-M-3 en Polonia donde un plásmido del grupo IncL/M es el responsable de la 
diseminación de esta enzima en distintos hospitales del país (Gołebiewski y cols., 2007). La 
persistencia de CTX-M-9 en España desde 1996 hasta 2003 se debe a la diseminación de 
plásmidos del grupo IncHI2, IncP e IncI (Novais y cols., 2006) y en el caso de CTX-M-14 en 
nuestra institución desde 2001 hasta 2005 se debe a plásmidos del grupo IncK (Valverde y 
cols., 2009).  
 
4.3 Secuencias de inserción, transposones e integrones  
Los genes blaBLEE pueden estar asociados a secuencias de inserción de distinto tipo (ISEcp1, 
ISCR1, IS26) y transposones (Tn3 y Tn402) que contribuyen a su movilización y/o expresión. 
Las secuencias de inserción son elementos genéticos constituidos por secuencias 
cortas de DNA que codifican para una transposasa y están flanqueadas por secuencias 
repetidas e inversas (Figura 3). Estas estructuras están implicadas en la movilización de 
distintos genes blaBLEE. La familia de ISEcp1 puede actuar en la movilización y como 
promotores en la expresión de genes blaCTX-M (Lartigue y cols., 2004; Poirel y cols., 2003). 
En el caso de ISCR1, se ha encontrado asociado a los genes blaCTX-M-9 y blaCTX-M-2 (Arduino y 
cols., 2003; Novais y cols., 2006). Recientemente, se ha descrito la asociación de IS26 con 
distintos genes blaCTX-M (Cullik y cols., 2010; Literacka y cols., 2009). En el caso de 
diferentes genes blaSHV (blaSHV-2, blaSHV-2a, blaSHV-5 y blaSHV-12) se ha descrito la presencia de 
IS26 en su entorno (Navarro y cols., 2007b). 
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Los transposones son segmentos de ADN de mayor tamaño que las secuencias de 
inserción, capaces de insertarse en múltiples lugares del ADN diana. Contienen además del 
gen de la transposasa, responsable de su movilización, uno o varios genes entre los que se 
encuentran los de resistencia a antibióticos. Se han definido cuatro clases de transposones en 
enterobacterias según sus características estructurales y su mecanismo de transposicion: a) 
transposones compuestos o transposones de clase I, b) transposones de clase II, c) 
transposones de la familia Tn5090-Tn7 y d) transposones conjugativos. Los transposones de 
clase II son los más prevalentes en enterobacterias y están compuestos por una transposasa, 
una resolvasa, un fragmento de ADN de tamaño variable, todo ello flanqueado por dos IR 
(secuencias repetidas e inversas) (Figura 4). Dentro de estos transposones se encuentran los 
derivados de Tn3 cuya transposasa y resolvasa se transcriben en dirección opuesta y de Tn21 
en los que la transposasa y la resolvasa se transcriben en la misma dirección. Los derivados de 
Tn3 están asociados a la captura, expresión y diseminación de las enzimas tipo TEM e 
incluyen Tn1 (TEM-2), Tn2 (TEM-1), Tn801 (TEM-2) (Heffron y cols., 1975; Novais y cols., 
2010; Partridge y cols., 2005a). 
 
 
 
tnpAIR IRtnpR
transposasa resolvasa
Genes variables
TRANSPOSON DE CLASE II
Figura 4. Representación esquemática de un transposón de clase II. 
Figura 3. Representación esquemática de una secuencia de inserción. DR: 
secuencia repetida directa. IR: secuencia repetida e inversa 
transposasa
IR IR
DR DR
SECUENCIA DE INSERCIÓN
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Los transposones defectivos de Tn402, también conocidos como integrones de clase 1 
están asociados a BLEE de las clases A, B, C y D de Ambler. La estructura de los integrones 
de clase 1 consiste en la región conservada 5’ (5’CS1), dónde se encuentra la integrasa, y la 
región conservada 3’ (3’CS1), que incluye genes de resistencia a amonio cuaternario 
(qacEΔ1) y a sulfonamidas (sul1) (Figura 5). Algunos integrones de clase 1 denominados 
inusuales se caracterizan por tener una segunda copia de la región 3’CS (3’CS2) y una región 
que incluye ISCR1. Entre las regiones 5’CS1 y 3’CS1 se sitúan los casetes de genes, que 
forman la parte variable. Estos casetes de genes son elementos móviles que consisten en un 
gen que carece de promotor, normalmente de resistencia a antibióticos o desinfectantes y un 
sitio de recombinación attc o elemento de 59 pb. (Fluit y cols., 2004; Figura 5). Los genes 
blaBLEE pueden ser los casetes de genes de la parte variable como ocurre con blaIMP, blaOXA, 
blaVEB, blaVIM-1 o blaVIM-2 (Galani y cols., 2006; Laraki y cols., 1999; Naas y cols., 2006; 
Poirel y cols., 2002; Tato y cols., 2010) o estar asociados corriente abajo de ISCR1 como en 
el caso de blaCTX-M-2, blaCTX-M-9, blaCMY, blaPER-3 o blaVEB-3 (Arduino y cols., 2002; Novais y 
cols., 2006, Toleman y cols., 2006) en integrones inusuales. Los integrones derivados de 
Tn402 se encuentran asociados a transposones mercuriales, como Tn21 en el caso de 
enterobacterias (Novais y cols., 2006, Tato y cols., 2010, Valverde y cols., 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Representación esquemática de integrones de clase 1 e integrones de clase 1 inusuales. 
5’-CS 3’-CS
int1 qacE sul1 orf5casetes de genes
región variable
int1 qacE sul1 qacE sul1 orf5orf5 ISCR1casetes de genes
5’-CS 3’-CS 3’-CSCR1región variable
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5. ASOCIACIÓN CON OTROS MECANISMOS DE RESISTENCIA 
 
Los microorganismos productores de BLEE contienen frecuentemente genes de resistencia a 
distintas familias de antibióticos como fluoroquinolonas, aminoglucósidos, trimetoprim-
sulfametoxazol y más recientemente a carbapenemas. Esto plantea un gran problema clínico 
debido a la escasez de alternativas terapéuticas (Paterson y cols., 2005). La resistencia a estos 
antibióticos puede deberse a mutaciones o reorganizaciones cromosómicas o por la presencia 
de estos genes de resistencia en plásmidos, bien en el mismo que contiene el gen bla o en otro 
diferente. 
Diferentes estudios han puesto de manifiesto el aumento de aislados productores de 
BLEE multiresistentes (EARSS, 2008; Hernández y cols., 2005; Morosini y cols., 2006). En 
otros trabajos también se resalta el hecho de que las cepas productoras de BLEE son más 
resistentes a otras familias de antimicrobianos que las no productoras (Baquero y cols., 2009; 
Schwaber y cols., 2005). 
 
5.1 Resistencia a quinolonas 
Se han descrito varios mecanismos de resistencia a quinolonas en enterobacterias (Cattoir y 
cols., 2009; Jacoby, 2005): 
a) modificación de la diana por mutaciones en los genes de la girasa (gyrA y gyrB) y de 
la topoisomerasa IV (parC). 
b) disminución de la permeabilidad por pérdida o modificación de las porinas 
c) protección de la diana (proteinas Qnr, de codificación plasmídica). 
d) acción enzimática de una variante de la acetiltransferasa modificante de 
aminoglucósidos AAC(6’)-lb-cr. 
e) sistemas de expulsión activa tanto de localización cromosómica como plasmídica. 
Algunos estudios han demostrado que los aislados productores de CTX-M son más 
resistentes a fluoroquinolonas que los de TEM o SHV (Lavigne y cols., 2004). 
En los últimos años ha habido un aumento de la resistencia a quinolonas en aislados 
productores de BLEE a genes qnr (qnrA, qnrB o qnrS), qepA o a aac(6’)-lb-cr que confieren 
resistencia de bajo grado a estos antibióticos. Estos genes se localizan en plásmidos y se han 
descrito en distintas especies de enterobacterias (Martínez-Martínez, 2007; Nordmann y cols., 
2005) 
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5.2 Resistencia a aminoglucósidos 
El principal mecanismo de resistencia a aminoglucósidos es la producción de enzimas 
modificantes (acetiltransferasas, nucleotidiltransferasas y fosfotransferasas). Los genes que 
codifican estas enzimas suelen formar parte de integrones y transposones. También se han 
descrito alteraciones en la dianas a nivel ribosómico o por metilación del 16S ARN, mediados 
en este último caso por genes que codifican las metilasas de tipo Arm o Rmt (Doi y cols., 
2007; Galimand y cols., 2003; Smith y cols., 2002). 
En diversos estudios se ha descrito la tasa de resistencia a aminoglucósidos en 
enterobacterias productoras de BLEE. Muchos de estos trabajos determinan la presencia de 
integrones que contienen estos genes (Gruteke y cols., 2003; Jones y cols., 2005; Machado y 
cols., 2007). Otros estudios describen la asociación entre metilasas y BLEE, siendo 
especialmente notable el caso de armA y rmtB con CTX-M-3 (Bogaerts y cols., 2007; Cantón 
y cols., 2008b). 
 
5.3 Resistencia a carbapenemas 
Los mecanismos de resistencia a carbapenemas descritos en distintos microorganismos son: 
a) hiperexpresión de bombas de expulsión debido a mutaciones en los genes 
correspondientes de P. aeruginosa (Juan Nicolau y cols., 2010). 
b) pérdida de porinas asociada a la hiperproducción de AmpC cromosómica en P. 
aeruginosa o a la producción de BLEE en enterobacterias (Martínez-Martínez, 
2008). 
c) producción de carbapenemasas (Queenan y cols., 2007; Tabla 2). 
i) beta-lactamasas de clase A: 
1. cromosómicas (IMI, NMC-1, SME) descritas en E. cloacae y S. 
marcescens. 
2. plasmídicas (KPC y GES) en enterobacterias y P. aeruginosa. 
ii) beta-lactamasas de clase B (metalo-beta-lactamasas; VIM e IMP) en 
enterobacterias y P. aeruginosa. 
iii) beta-lactamasas de clase D (OXA) en A. baumanii. 
 
Las carbapenemas constituyen uno de los antibióticos de elección en el tratamiento de 
infecciones graves producidas por microorganismos productores de BLEE. En los últimos 
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años ha aumentado el número de aislados productores de BLEE que también son resistentes a 
carbapenemas bien por la producción de metalo-beta-lactamasas tipo VIM causantes de brotes 
en distintos hospitales (Biendo y cols., 2008; Cagnacci y cols., 2008b; Kassis-Chikhani y 
cols., 2006; Tato y cols., 2007) o por la presencia de enzimas tipo KPC, principalmente en K. 
pneumoniae y asociadas al clon ST258 (Kassis-Chikhani y cols., 2010; Kontopoulou y cols., 
2010; Tóth y cols., 2010) o a los clones ST388 y ST384 (Curiao y cols., 2010). 
 
5.4 Resistencia a otros antimicrobianos 
Los elementos genéticos que contienen los genes bla también pueden incluir genes de 
resistencia a otros antimicrobianos como trimetroprim, sulfonamidas o tetraciclinas. Estos 
elementos incluyen integrones de clase 1, 2 y 3, en el caso de trimetoprim y sulfonamidas 
(Machado y cols., 2007; Novais y cols., 2006) y transposones para las tetraciclinas (Boyd y 
cols., 2004). 
 
6. BLEE EN ESPAÑA 
 
Desde que se detectaron por primera vez, se han realizado diferentes estudios de prevalencia 
de microorganismos productores de BLEE en España, tanto a nivel local como a nivel 
nacional. Un primer estudio de Sabaté y cols. en el área de Barcelona con aislados obtenidos 
entre 1994 y 1996, muestra una prevalencia muy baja tanto de K. pneumoniae como de E. 
coli, a pesar de ello es remarcable la diversidad de enzimas que describen (CTX-M-9, TEM-
12, SHV-12) (Sabaté y cols., 2002a). 
En otro trabajo realizado posteriormente en Sevilla por Romero y cols. donde analizan 
los aislados obtenidos desde 1995 a 2003 en el Hospital Virgen Macarena, se muestran claras 
diferencias entre la epidemiología de K. pneumoniae y E. coli, siendo más prevalente la 
primera. La mayoría de aislados de K. pneumoniae son de origen hospitalario, mientras que 
los de E. coli pertenecen al compartimento extahospitalario. Los aislados de E. coli 
presentaron una mayor diversidad clonal. Los tipos de BLEE más prevalentes son CTX-M-14 
y SHV-12, aunque también se detectan otras variantes, dando lugar a una alta diversidad de 
enzimas (Romero y cols., 2005). 
Briñas y cols. estudian los aislados de. E. coli productor de BLEE recogidos durante 
los años 2002-2003 en el Hospital Universitario Central de Asturias. La prevalencia de los 
mismos fue baja y las enzimas predominantes fueron son las del grupo CTX-M-9, aunque 
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también se detectan otros tipos como CTX-M-32, SHV-12 o TEM-52C (Briñas y cols., 
2005a). 
En un trabajo reciente de Blanco y cols. caracterizan las BLEE producidas por aislados 
de E. coli obtenidos desde 2006 a 2008 en el Hospital Xeral-Calde de Lugo. Estos autores 
muestran una aumento de la prevalencia de este microorganismo y la presencia de CTX-M-14 
y CTX-M-15 como enzimas más frecuentes (Blanco y cols., 2009). 
En los tres estudios multicéntricos realizados entre diversos hospitales de España, con 
aislados recogidos en 2000, 2004 y 2009 (Ángel Díaz y cols., 2009; Diestra y cols., 2008; 
Hernández y cols., 2005) todos muestran una tendencia común, con un aumento en la 
prevalencia de E. coli productor BLEE frente a K. pneumoniae, una mayor diversidad clonal 
en aislados de E. coli y también diferente origen, siendo E. coli predominantemente 
comunitario. En cuanto a los tipos de BLEE, se muestra un cambio epidemiológico, así en el 
estudio de 2000 (Hernández y cols., 2005), CTX-M-9 fue la más prevalente, seguida de SHV-
12 y de CTX-M-14. En 2004, la enzima más frecuente fue CTX-M-14 y también se 
describieron enzimas del grupo CTX-M-1 (Diestra y cols., 2008). 
 
7. BLEE EN EL HOSPITAL UNIVERSITARIO RAMÓN Y CAJAL 
 
El Hospital Universitario Ramón y Cajal es un centro sanitario de 1500 camas situado en la 
zona norte de Madrid y que atiende a una población de 550.000 habitantes. Desde su primera 
descripción en 1988 en este Hospital y hasta la actualidad, las BLEE han experimentado un 
crecimiento exponencial tanto en número como en diversidad genética (Baquero y cols., 
1988; Cantón y cols., 2006). La primera enzima detectada fue SHV-2 en 1988, seguida de 
TEM-4 en 1989 y CTX-M-10 en 1991 (Coque y cols., 2002, Fernández-Rodríguez y cols., 
1992; Oliver y cols., 2001). A partir de 1996, el aumento de las BLEE de tipo CTX-M fue 
muy notable, apareciendo variantes de las distintas familias de manera escalonada. Así las 
enzimas del grupo CTX-M-9 aparecieron a finales de los 90 (CTX-M-9 en 1996 y CTX-M-14 
en 2000) y de forma simultánea a partir del 2000 se describieron las del grupo CTX-M-1 
(CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-15 y CTX-M-32) (Novais y cols., 2006; Novais y cols., 2007; 
Valverde y cols., 2009) (Figura 6). Algunas de estas enzimas, como TEM-4, SHV-12, CTX-
M-14, o CTX-M-10, son especialmente prevalentes y en la actualidad se siguen detectando en  
asociación a clones o elementos epidémicos. 
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En los últimos años también se ha experimentado un notable aumento del número de 
pacientes colonizados/infectados, sobre todo en el ámbito hospitalario. Así en 2005, un total 
de 320 pacientes (65% de la comunidad) padecía infecciones por microorganismos 
productores de BLEE, principalmente infecciones del tracto urinario, y donde E. coli fue la 
especie más comúnmente detectada. (Cantón y cols., 2006) (Figura 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Epidemiología de E. coli productor de BLEE en el Hospital Universitario Ramón y Cajal 
(1988-2002). Adaptado de Cantón y cols., 2006. 
Figura 7. Distribución de pacientes con E. coli productor de BLEE en diferentes áreas de hospitalización y en 
el medio extrahospitalario del Hospital Universitario Ramón y Cajal (1988-2005). 
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Las especies donde más se aíslan estas enzimas son E. coli y K. pneumoniae, seguidas 
de Enterobacter spp. Otras enterobacterias con escasa representación son K. oxytoca, 
Salmonella spp., Citrobacter spp., Serratia spp., y M. morganii (Cantón y cols., 2006; Figura 
8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En general, la estructura poblacional de estos aislados se caracteriza por una gran 
diversidad dentro de cada especie, aunque se han aislado clones epidémicos detectados a lo 
largo del tiempo, por ejemplo el de Salmonella enterica productor de TEM-27 en 1989, K. 
pneumoniae productor de TEM-4 desde 1997 a 2005, E. coli productor de TEM-4 desde 1989 
a 1997, E. aerogenes productor de TEM-24 desde 1998 hasta 2004, E. coli-ST131 productor 
de CTX-M-15 (2001-05) y E. coli productor de CTX-M-1 en los años 2001 y 2002. (Cantón y 
cols., 2002; Coque y cols., 2002; Morosini y cols., 1996; Novais y cols., 2007; Valverde y 
cols., 2008a). 
 
 
Figura 8. Microorganismos productores de BLEE del Hospital Universitario Ramón y Cajal 
(1988-2005). Adaptado de Cantón y cols., 2006. 
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Esta tesis doctoral tiene como misión profundizar en el conocimiento de las beta-lactamasas 
de espectro extendido (BLEE), de los elementos genéticos que contienen los genes 
correspondientes y de los microorganismos que las producen con un abordaje epidemiológico 
y de aplicación de diferentes técnicas de microbiología molecular. Esta aproximación es 
esencial para comprender la importancia epidemiológica y algunos de los factores que han 
contribuido a la diseminación de este mecanismo de resistencia. Su estudio a partir de 
colecciones de microorganismos obtenidos de muestras clínicas de pacientes, de estudios 
ecológicos de colonización (portadores) tanto en el hospital como en la comunidad y de 
muestras de aguas y alimentos responde a la necesidad de analizar este problema y generar 
conocimiento científico para ofrecer respuestas y establecer estrategias ante el problema de 
salud pública que constituyen los microorganismos productores de BLEE.  
 
Nuestra hipótesis de trabajo se fundamentó en establecer la importancia del 
compartimento intestinal de los pacientes hospitalizados e individuos de la comunidad como 
reservorio de microorganismos productores de BLEE y como indicador de la epidemiología y 
los tipos de enzimas encontrados en la clínica. Los aislados clínicos de K. pneumoniae 
podrían también utilizarse para el análisis espacio-temporal de las BLEE a pesar del aumento 
espectacular de E. coli productor de estas enzimas observado en los últimos años. En el 
aumento de los aislados productores de BLEE habrían contribuido no sólo determinados 
clones sino también los diferentes elementos genéticos asociados a los distintos tipos de 
enzimas. 
 
Objetivo general: Analizar la epidemiología, la estructura poblacional y profundizar en 
el estudio de los elementos genéticos implicados en la diseminación de enterobacterias 
productoras de BLEE en el ámbito hospitalario (Hospital Universitario Ramón y Cajal) y en 
el extrahospitalario (Área sanitaria 4 de la Comunidad de Madrid). 
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Objetivos específicos: 
 
· Estudiar la prevalencia de portadores fecales de aislados de enterobacterias 
productoras de BLEE en pacientes hospitalizados y en sujetos de la comunidad.  
· Determinar la epidemiología de estos aislados (de portadores fecales), su estructura 
poblacional, describir las enzimas que producen y los perfiles de sensibilidad a 
antibióticos no beta-lactámicos. 
· Describir la prevalencia y epidemiología de los microorganismos productores de 
BLEE procedentes de muestras de aguas y alimentos, su estructura poblacional, las 
enzimas que producec y los perfiles de sensibilidad a antibióticos no beta-lactámicos. 
· Analizar la epidemiología de aislados clínicos de K. pneumoniae productor de BLEE 
y caracterizar su estructura poblacional, las enzimas producidas, los plásmidos 
implicados en su diseminación y los perfiles de sensibilidad a distintos 
antimicrobianos. 
· Describir la epidemiología molecular de las BLEE más frecuentemente aisladas en la 
comunidad; CTX-M-2, CTX-M-14 y SHV-12; y de los elementos genéticos en los 
que están contenidas. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. MUESTRAS PARA EL AISLAMIENTO DE ENTEROBACTERIAS CON BLEE 
 
Los microorganismos productores de BLEE analizados en esta tesis se aislaron a partir de 
heces de pacientes hospitalizados, de heces de sujetos de la comunidad, de muestras clínicas y 
de muestras de aguas y alimentos.  
 
1.1 Muestras de heces de pacientes portadores 
Los estudios de portadores fecales se realizaron en tres etapas: 1991, 2003 y 2007. En el año 
2003 (enero-junio) se analizó la presencia de enterobacterias productoras de BLEE en un total 
de 400 muestras fecales de 386 pacientes (76,0% ambulatorios). En el año 2007 (febrero-
abril) se volvió a repetir el estudio con un total de 500 muestras de 462 pacientes (68,4% 
ambulatorios). A efectos de comparación, se incluyeron los datos obtenidos en la tesis 
doctoral del Dr. D: Rafael Cantón (Cantón, Tesis Doctoral, 1994) donde se analizaron 1.239 
muestras fecales de 849 pacientes (64,1% ambulatorios) recogidos durante el periodo abril-
diciembre del año 1991.  
Todas las muestras fueron procesadas en el Servicio de Microbiología del Hospital 
Universitario Ramón y Cajal, y la recogida se realizó siempre en una situación de aparente 
ausencia de brote epidémico. 
 
1.2 Muestras de heces de voluntarios sanos portadores 
Se incluyeron 108 muestras de voluntarios sanos (sin hospitalización y/o tratamiento 
antibiótico en los tres meses previos a la toma de muestras) recogidas en durante el periodo 
enero-junio del año 2003. 
 
1.3 Muestras de heces de convivientes de pacientes con infección por enterobacterias con 
BLEE 
Doscientos noventa y nueve pacientes (56,0% de ellos ambulatorios) que presentaban 
infecciones por microorganismos productores de BLEE adquiridas en la comunidad (casos 
índice) fueron seleccionados prospectivamente a partir del sistema informático de gestión del 
Servicio de Microbiología del Hospital Universitario Ramón y Cajal durante un período de 
quince meses (abril de 2004 a junio de 2005).  
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Se obtuvieron muestras clínicas y de heces de 40 casos índice (37 infecciones del 
tracto urinario, 2 bacteriemias y 1 infección de tejido blando) y muestras de heces de 54 
personas que convivían junto a 29 de los casos índices. 
 
1.4 Muestras ambientales de aguas y alimentos 
Se analizaron 528 muestras de aguas de diferentes orígenes obtenidas en la Comunidad de 
Madrid entre los años 2003 y 2004, y remitidas para control sanitario al Laboratorio 
Municipal de Salud Pública del Ayuntamiento de Madrid (Figura 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se incluyeron en el estudio 203 muestras de alimentos: 21 de ellas de alimentos no 
cocinados y 182 alimentos cocinados, recogidas en el año 2004 remitidas para control al 
Laboratorio Municipal de Salud Pública del Ayuntamiento de Madrid. 
 
Figura 9. Muestras de aguas analizadas para la detección de 
enterobacterias productoras de BLEE. 
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1.5 Aislados clínicos productores de BLEE 
Se incluyeron distintos aislados clínicos de E. coli y K. pneumoniae productores de BLEE 
procedentes del cepario del Servicio de Microbiología del Hospital Universitario Ramón y 
Cajal para estudios de estructura poblacional [grupos filogenéticos, electroforesis en geles de 
campo pulsado (PFGE) y multilocus sequence typing (MLST)] y caracterización de 
elementos genéticos de transferencia horizontal (plásmidos, transposones y secuencias de 
inserción) y su comparación con los aislados procedentes de la comunidad. El origen de los 
aislados clínicos se detalla a continuación. 
 
1.5.1 Escherichia coli 
Se estudiaron aislados clínicos de E. coli productores de CTX-M-14 (n=26) y SHV-12 (n=14) 
obtenidos durante los años 2000 a 2002.  
 
1.5.2 Klebsiella pneumoniae 
Se analizó una colección de 180 aislados clínicos de K. pneumoniae con un fenotipo 
compatible con la producción de BLEE. Estos aislados se obtuvieron de muestras clínicas y 
de vigilancia epidemiológica de 125 pacientes (26,4% ambulatorios) durante el periodo 2001-
2006. Para los distintos estudios, se seleccionó un aislado por paciente. Con propósitos 
meramente comparativos, se incluyó otra colección de 62 aislados de K. pneumoniae 
productores de BLEE recogidos en el mismo Laboratorio desde la primera aparición de estas 
enzimas en esta especie en 1989 y hasta 2000 (Coque y cols., 2002). 
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2. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS 
 
Muestras de heces. Un total de 0,5 g de cada muestra de heces se homogeneizaron en 5 ml de 
salino. Se plaqueó una alícuota de 200 µl en placas de agar de MacConkey (Oxoid Ltd, 
Basingstoke, RU) suplementadas con 1 µg/ml de cefotaxima y 1 µg/ml de ceftazidima y se 
incubaron durante 24/48 h a 37ºC. Para las muestras fecales obtenidas en 2007, además del 
procedimiento anteriormente descrito, se utilizó en paralelo el medio cromogénico 
ChromidIDTM ESBL (bioMérieux, Marcy l’Etoile, Francia). Este medio está constituido por 
una base nutritiva rica de diferentes peptonas, contiene inhibidores del crecimiento de 
levaduras, una mezcla de antibióticos, entre ellos la cefpodoxima que permite el crecimiento 
selectivo de enterobacterias productoras de BLEE y dos substratos cromogénicos y uno 
natural que permiten la identificación directa de las enterobacterias productoras de BLEE más 
frecuentemente aisladas. Los aislados de E. coli aparecen con coloración rosa a burdeos en las 
cepas productoras de b-glucuronidasa; Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter, con 
coloración verde o azul en las cepas que expresan una b-glucosidasa y Proteus, Providencia y 
Morganella, con coloración parda a marrón en las cepas que expresan una desaminasa. La 
valoración de los resultados obtenidos en este medio se realizó siguiendo las especificaciones 
del fabricante. 
Muestras de aguas. Se filtraron 100 ml de cada muestra de agua previamente 
homogeneizada utilizando una membrana estéril de celulosa de 0,45 µm de poro y un sistema 
de vacío. Las membranas se colocaron sobre placas con medio de cultivo sólido agar-lactosa 
trifenil-tergitol 7 (Chapman TTC) que se incubaron a 37ºC durante 24 h. Posteriormente, las 
membranas se resuspendieron en 5 ml de suero salino, y tras la homogeneización de las 
mismas, se inoculó una alícuota de 100 µl en placas de agar de MacConkey (Oxoid Ltd) 
suplementadas con 1 µg/ml de cefotaxima y ceftazidima que se incubaron a 37ºC durante 24 
h. 
Muestras de alimentos. Una alícuota de 25 g se resuspendió en agua de peptona 
tamponada (dilución 1:10) y se homogeneizó utilizando un homogeneizador peristáltico 
durante 1-2 min. Del sobrenadante se hicieron las diluciones correspondientes (10-3-10-4) 
sembrándose una alícuota de 100 µl en placas de agar de MacConkey (Oxoid Ltd) 
suplementadas con 1 µg/ml de cefotaxima y 1 µg/ml de ceftazidima y se incubaron a 37ºC 
durante 24 h. 
                                                                                                                    Materiales y Métodos 
37 
3. IDENTIFICACIÓN BACTERIANA Y SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS 
 
La identificación de las cepas y la sensibilidad a distintos antibióticos se realizó con el 
sistema semiautomático PASCO (Difco, Detroit, MI, EEUU) hasta finales del año 1999 y con 
el sistema semiautomático WIDER (Fco. Soria Melguizo, Madrid, España) a partir de enero 
de 2000. Ambos sistemas utilizan paneles con sustratos para la identificación bioquímica de 
los microorganismos y con concentraciones de antimicrobianos en base 2 para la 
determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI). El inóculo utilizado (5x104 
UFC/ml) es el recomendado por el CLSI, realizándose la lectura de los paneles a las 18 h tras 
incubación a 35ºC. 
La confirmación de los patrones de sensibilidad se llevó a cabo de acuerdo al método 
de microdilución en caldo siguiendo las directrices del CLSI (CLSI, 2010). 
El perfil de resistencias a antibióticos no beta-lactámicos asociadas a la producción de 
BLEE se determinó por el método de difusión en disco e incluyó los siguientes 
antimicrobianos: ácido nalidíxico (30 µg), amicacina (30 µg), apramicina (15 µg), 
ciprofloxacino (5 µg), cloranfenicol (30 µg), espectinomicina (100 µg), estreptomicina (10 
µg), gentamicina (10 µg), kanamicina (30 µg), neomicina (30 µg), netilmicina (30 µg), 
sulfonamida (300 µg), tetraciclina (30 µg), tobramicina (10 µg) y trimetoprim (5 µg). Todos 
los discos fueron proporcionados por Oxoid (Oxoid Ltd). Se preparó un inóculo de 104 
UFC/ml, con una turbidez similar al 0,5 de la escala de McFarland, en 5 ml de suero salino y 
se plaqueó en placas comerciales de Mueller-Hinton (bioMérieux) siguiendo el esquema de 
trabajo del CLSI (CLSI, 2010). La lectura de los halos de inhibición se realizó a las 18-20 h 
tras incubación a 37ºC y se interpretaron igualmente según los criterios del CLSI (CLSI, 
2010). 
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4. TÉCNICAS MOLECULARES 
 
La caracterización y localización de las distintas BLEE, determinación de estructura 
poblacional y caracterización de los elementos genéticos dónde se encuentran se llevaron a 
cabo con las técnicas moleculares descritas a continuación. 
 
4.1 Extracción de ADN  
4.1.1 ADN genómico 
La extracción de ADN genómico procedente de cepas salvajes se realizó por los métodos de 
hervido, por un método comercial o por el método de extracción in situ. El ADN obtenido se 
utilizó para la amplificación de los distintos genes blaBLEE y los estudios de clonalidad (ver 
4.3, 5 y 6). 
En el método del hervido, basado en la extracción por calor, se resuspendió un 
inóculo bacteriano de cultivo en placa de agar Luria-Bertani (LB, Pronadisa, Madrid, España) 
de 24 h en 300 µl de agua estéril, y se hirvió durante 10 min. Posteriormente, se centrifugó a 
12000 rpm durante 5 min y se recogió el sobrenadante que se utilizó para las distintas 
reacciones. 
El método comercial utilizado fue Dneasy Blood and Tissue kit (Qiagen GmbH, 
Hilden, Alemania). Se resuspendió un inóculo bacteriano de cultivo en placa de LB de 24 h en 
una solución de lisis y tratamiento de la muestra con proteinasa K (20 mg/ml). Se centrifugó 
el lisado bacteriano y el sobrenadante se purificó mediante columnas de sílice donde el ADN 
se adsorbe específicamente. Finalmente, se lavó la columna para eliminar posibles 
contaminantes y se eluyó el ADN con agua estéril. 
La extracción de ADN in situ, en la que el ADN se embebe en agarosa, se realizó 
mediante el siguiente protocolo: a partir de una colonia de cultivo en placa de LB de 24 h, se 
realizó un cultivo de 18-20 h en 2 ml de caldo Luria-Bertani (LB, Pronadisa). Se centrifugó a 
12000 rpm durante 5 min y las células se resuspendieron en 200 µl de tampón cloruro Sódico-
EDTA (SE; 75 mM NaCl, 25 mM EDTA pH=8,0,). Se mezcló con 200 µl de agarosa D5 
(Pronadisa, Madrid, España) fundida en tampón Tris-Borato-EDTA TBE 0,5x (44,5 mM Tris 
base, 44,5 mM ácido bórico, 1 mM EDTA pH=8,0) para obtener bloques de agarosa. Tras la 
solidificación de los bloques, se procedió a la lisis y desproteinización celular con una 
solución de Sarcosil 1%, proteinasa K 50 μg/ml y completar volúmen con EDTA 0,5 M 
pH=9,6, con una incubación de 24 h a 54ºC en agitación. Posteriormente, se realizaron 3 
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lavados, uno a 54ºC y los dos restantes a Tª ambiente con tampón TrisHCl-EDTA (TE; 10 
mM Tris HCl pH=8,0; 0,1 mM EDTA pH=8,0) durante 15 min cada uno. Una vez finalizados 
los lavados, los bloques de agarosa se conservaron en tampón TE a 4ºC. 
 
4.1.2 ADN plasmídico 
La obtención de plásmidos se realizó con el método lisis alcalina de Birnboim y Doly 
(Birnboim y cols., 1979), el método Kado y Liu (Threlfall y cols., 1995) y el método de 
Barton (Barton y cols., 1995).  
El método de la lisis alcalina de Birnboim y Doly  se basa en la diferente resistencia 
a valores de pH básicos del ADN plasmídico y cromosómico (Birnboim y cols., 1979). La 
lisis celular y desnaturalización del ADN plasmídico y cromosómico se produce por una 
solución de dodecilsulfato de sodio (SDS 1%) y NaOH (0,2 N). La neutralización con acetato 
potásico (3 M, pH=5,0) permite que el ADN plasmídico vuelva a su configuración covalente 
circular cerrada y por tanto permanezca soluble mientras el ADN cromosómico y las proteínas 
precipitan en un complejo formado por potasio y SDS que se elimina por centrifugación. El 
ADN plasmídico en el sobrenadante se purifica con una solución de fenol:cloroformo:alcohol 
isoamílico (1:1:24) y una solución de cloroformo. El ADN plasmídico se recupera por 
precipitación con una solución de etanol-acetato potásico (1:10) y finalmente se concentra por 
precipitación con etanol. Este método se utiliza para la extracción de plásmidos de alto o 
medio número de copias y tamaños menores de 50 Kb. Existen versiones comerciales basadas 
en este método que utilizan resinas de intercambio iónico como método de purificación. En 
esta tesis se utilizaron el método comercial QIAGEN Plasmid Midi Kit (Qiagen). Partiendo de 
un pre-inóculo de cultivo bacteriano en 5 ml de caldo LB suplementado con el antibiótico 
correspondiente (cefotaxima o ceftazidima en una concentración de 2 µg/ml) que se incubó 
durante 6 h a 37ºC en agitación. Posteriormente, se realizó un inóculo 1:5 del cultivo anterior 
en caldo LB también suplementado con el antibiótico correspondiente en las mismas 
concentraciones anteriores, durante 18 h a 37ºC. A partir de este cultivo, se continuó con la 
extracción siguiendo las indicaciones del fabricante. Este método permite la obtención de 
plásmidos de bajo número de copias y alto peso molecular (hasta 150 Kb). 
El método Kado y Liu permite la rápida extracción de plásmidos en su conformación 
covalente circular cerrada con un amplio rango de peso molecular y combina el tratamiento a 
elevado pH con una elevada Tª (55ºC) con lo que se intenta reducir la obtención de ADN 
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cromosómico en la preparación final (Threlfall y cols., 1995). Las proteínas residuales 
obtenidas en el proceso son eliminadas por extracción con fenol:cloroformo. El protocolo fue 
el siguiente: partiendo de un cultivo en placa de LB de 24 h, se resuspendió un inóculo 
bacteriano en tampón TE. Se añadió a continuación la solución de lisis (3% SDS, 50 mM 
Tris, y 125 mM NaOH 2 N) incubándose a 55-60ºC durante 3-4 h. Posteriormente, se añadió 
fenol-cloroformo y agitó hasta obtener una emulsión, que se centrifugó a 12000 rpm durante 
15 min y se separó la fase superior. Los plásmidos se separaron en un gel de agarosa mediante 
electroforesis en corriente continua (ver 4.4.1).  
El método de Barton  consiste en el análisis mediante electroforesis en campo 
pulsado (PFGE) de ADN genómico digerido con S1 nucleasa (ver 4.2; Barton y cols., 1995). 
Esta enzima digiere totalmente el ADN cromósomico y lineariza el ADN plasmídico 
superenrollado, lo que permite su separación mediante PFGE, donde la migración en estos 
geles es proporcional a su tamaño y comparable a los marcadores de peso molecular 
utilizados. La extracción del ADN se realizó por el método de extracción in situ (ver 4.1.1). 
 
4.2 Digestión de ADN 
La digestión de ADN plasmídico y de productos de PCR purificados se realizó con distintas 
enzimas de restricción y condiciones dependiendo de los objetivos de cada estudio (ver 9.1.3). 
La digestión de ADN extraído in situ se llevó a cabo con las correspondientes 
enzimas de restricción según el estudio (ver 6.2, 8 y 9.1.2) con el siguiente protocolo general: 
se cortaron porciones de cada uno de los bloques (aproximadamente 1/3) y se incubaron con 
100 µl de la mezcla de digestión (1x del tampón de la enzima y 6-30 U de la enzima) a 37ºC 
durante tiempos variables según cada protocolo específico (15 min-24 h) (ver 4.4.2)  
 
4.3 Amplificación de ADN 
La técnica de amplificación de ADN por PCR (reacción en cadena de la polimerasa) se utilizó 
en los siguientes estudios: caracterización genotípica de genes blaBLEE, genes de 
mantenimiento celular (MLST) y elementos genéticos de transferencia horizontal (plásmidos 
y secuencias de inserción). Todas las reacciones se llevaron a cabo en termocicladores MJ 
Research PTC-100 (Global Medical Instrumentation Inc., MINN, EEUU). Las cantidades de 
reacción y las condiciones dependieron del tamaño de los fragmentos a amplificar. 
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4.3.1 Fragmentos de ADN menores de 3Kb 
Las reacciones se prepararon en un volumen final de 20 μl con los siguientes componentes a 
la concentración final indicada entre paréntesis: tampón de reacción (1x), MgCl2 (1,5 mM), 
mezcla dNTPs (0,2 mM), cebadores directo y reverso (1 µM de cada uno), polimerasa (0,5-
1,5 U), ADN molde (1 µl). Las polimerasas utilizadas fueron: i) TaKaRa TaqTM (TaKaRa Bio 
Inc., Shiga, Japón) (0,5 U); enzima de baja fidelidad que puede utilizarse en reacciones de 
PCR que no necesiten requerimientos muy específicos; ii) AmpliTaq Gold (Applied 
Biosystems, Norwalk, CONN, EEUU) (1,5 U); polimerasa de alta fidelidad y especificidad 
que debido a su activación a altas temperaturas, disminuye la posibilidad de formación de 
productos inespecíficos aumentando el rendimiento. Las condiciones de amplificación 
específicas se muestran en las tablas 4-11. 
 
4.3.2 Fragmentos de ADN mayores de 3Kb 
Las reacciones se prepararon generalmente en un volumen final de 25 μl con los 
siguientes componentes a la concentración final indicada entre paréntesis: tampón de reacción 
(1x), MgCl2 (2,5 mM), mezcla dNTPs (2,5 mM) cebadores directo y reverso (0,1 µM de cada 
uno), polimerasa TaKaRa LA Taq (TaKaRa Bio Inc.) (2,5 U),  ADN molde (1 µl). La 
polimerasa TaKaRa LA Taq es una polimerasa de alta fidelidad y eficiencia que permite 
amplificar fragmentos de ADN de hasta 15 Kb. Las condiciones de amplificación se 
especifican en las tablas 10 y 11. 
 
4.4 Separación de ADN 
La separación de ADN se realizó por electroforesis en geles de agarosa de corriente continua 
o de corriente alterna. 
4.4.1 Electroforesis en corriente contínua 
En esta electroforesis se aplica un campo eléctrico de corriente contínua que permite separar 
fragmentos de ADN comprendidos entre 10 pb y 50 Kb. La resolución de esta técnica para 
fragmentos mayores de 20 Kb es baja. Esta técnica se ha utilizado en esta tesis para la 
separación de fragmentos productos de PCR amplificados y la separación de plásmidos 
digeridos o sin digerir. Los pasos a seguir para realizar la técnica son: 
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a) Preparación de geles de agarosa. La agarosa utililizada fue D-1 Low EEO (Pronadisa) que 
por su baja electrendósmosis (0,05-0,13%) permite una gran movilidad. Los geles se 
prepararon en tampón TBE 0,5x a distintas concentraciones dependiendo del tamaño del 
fragmento a separar (0,8%-2,0% peso/volumen). Los fragmentos de tamaños comprendidos 
entre 1 Kb y 10 Kb se utilizaron geles de agarosa del 0,8% y para los de tamaños entre 100 pb 
y 1 Kb geles del 2,0%. 
b) Electroforesis. Los pocillos de los geles se cargaron con volúmenes variables de ADN (2-4 
μl en el caso de productos de PCR y 15-30 μl para los plásmidos) mezclado con un volumen 
de tampón de carga de 2 a 5 μl. La separación de los distintos fragmentos se realizó en una 
cubeta horizontal, con tampón TBE 0,5x a 100 V durante un tiempo variable de 30 min para 
los productos de PCR y 4 h para la separación de ADN plasmídico. Los marcadores de peso 
molecular utilizados fueron λ-EcoT14 I/Bgl II digest (60-2392 pb) y 100 bp DNA ladder 
(100-1500 pb) (TaKaRa Bio Inc.). 
 
4.4.2 Electroforesis en corriente alterna o electroforesis de campo pulsado (PFGE) 
Esta electroforesis utiliza un gradiente de corriente alterna que permite la resolución de 
moléculas de alto peso molecular (desde 20 Kb a 10 Mb). Los distintos pulsos eléctricos que 
se producen permiten la reorientación y migración de los fragmentos según su peso 
molecular. 
Los pasos previos a la separación son: la extracción de DNA in situ en bloques de 
agarosa (4.1), la digestión con distintas enzimas de restricción dependiendo del tipo de 
estudio (4.2), y la preparación del gel. 
 
a) Preparación de geles de agarosa. Para la separación de los fragmentos de ADN, se cargaron 
los moldes de agarosa, previamente digeridos, en un gel de agarosa D5 (Pronadisa) al 1,2% en 
TBE 0,5x. Las características de la agarosa utilizada permiten una separación óptima de 
fragmentos de ADN por PFGE, puesto que su bajo valor de electroendósmosis (<0,120) 
permite una mayor movilidad electroforética. 
b) Electroforesis de campo pulsado (PFGE). La separación de los fragmentos de ADN se 
llevó a cabo en el sistema CHEF-DRIII (Bio-Rad, La Jolla, CA., EEUU), aplicando las 
siguientes condiciones: 14ºC, 6 V/cm2 y condiciones de electroforesis distintas dependiendo 
del estudio: para la digestión con XbaI (TaKaRa Bio Inc.) (10-40 s, durante 24 h), digestión 
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con I-CeuI (New England Biolabs, Inc, Ipswich, MA, EEUU) (5-25 s durante 23 h seguido de 
una rampa de 60-120 s durante 10 h) y digestión con S1 nucleasa (TaKaRa Bio Inc.) (5-25 s 
durante 3 h y una segunda rampa de 30-45 s durante 12 h). Los marcadores de peso molecular 
utilizados fueron: Lambda Ladder PFG Marker (48,5-1000,18 Kb) y Low Range PFG Marker 
(0,13-194 Kb) (New England Biolabs, Inc.).  
 
4.4.3 Tinción y visualización 
La visualización de los fragmentos separados por electroforesis se realizó por tinción de los 
geles con bromuro de etidio a una concentración final de 0,2 μg/ml. El bromuro de etidio es 
un agente que se intercala en el ADN y que permite visualizar las moléculas de ácido nucleico 
mediante luz ultravioleta. 
Los geles de agarosa destinados a la separación de productos de PCR se preparan con 
bromuro de etidio, al contrario de los destinados a la separación de plásmidos o de fragmentos 
de ADN por PFGE que se tiñen después de la electroforesis (10-15 min) para evitar que las 
moléculas intercaladas con el bromuro de etidio se degraden por efecto de la luz ultravioleta.  
Todos los geles se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta y se 
fotografiaron con el equipo Gel Logic 100 Imaging System (Carestream Health, Inc., 
Rochester, NY, EEUU).  
 
4.5 Purificación y secuenciación de ADN 
Los productos de PCR obtenidos se purificaron con QIAquick PCR purification kit (Qiagen 
GmbH) o con ExoSAP-IT® purification kit (USB Corp., Cleveland, OH, EEUU) en el caso 
de los productos de amplificación obtenidos en los estudios de clonalidad por MLST y fueron 
secuenciados con el secuenciador automático ABI Prism 377 (PE, Norwalk, CONN, EEUU). 
 
4.6 Análisis bioinformático 
El análisis de las secuencias obtenidas se realizó mediante el programa Chromas (versión 
2.32, Technelysium Pty. Ltd, Tewantin, Australia), la comparación y los alineamientos entre 
distintas secuencias mediante los programas BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) y ClustalW2 
(www.ebi.ac.uk), respectivamente. La determinación de las distintas variantes de BLEE se 
realizó utilizando los datos disponibles en la página www.lahey.org/studies.  
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El tamaño molecular de los plásmidos se determinó utilizando el programa 
informático Kodak 1D 3.6.  
La comparación y determinación de los complejos clonales se realizó mediante el 
algoritmo eBURST versión V3 disponible en http://eburst.mlst.net  (Feil y cols., 2004).  
Los árboles filogenéticos de las replicasas y relaxasas se realizaron mediante el 
método neighbour-joining, usando el modelo p-distance con delección completa, y 
comprobado por medio de los valores de bootstrap obtenidos a partir de 1000 réplicas, 
utilizando el programa MEGA versión 3.1 (Kumar y cols., 2004). 
 
4.7 Hibridación 
La identificación de genes o secuencias en genomas o plásmidos se realizó por hibridación del 
ADN con sondas específicas obtenidas por PCR. Este proceso se realiza en los siguientes 
pasos: separación, transferencia y fijación del ADN a una membrana, marcaje de las sondas, 
la hibridación del ADN y el revelado. 
La separación de los fragmentos de ADN se realizó por electroforesis en corriente 
continua o por PFGE (ver apartado 5.4). Después de la tinción y visualización del gel (5.4.3), 
se expuso 2 min a la luz ultravioleta y se desnaturalizó durante 90 min en una solución de 
NaOH 0,4 N. La transferencia a una membrana de nylon (Hybond N+, GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, Suecia) se realizó mediante el método Southern blot (Sambrook y 
cols., 1989), durante 48 h, utilizando NaOH 0,4 N como tampón de transferencia. Después se 
lavó durante 5 min con una solución de SSC 2x (Citrato sódico 30 mM, NaCl 0,3 M) y un 
lavado final de 2 min con TrisHCl 0,5 M, pH=7,0. El ADN se fijó por exposición a la luz 
ultravioleta durante 3 min.  
El marcaje de la sonda y la hibridación se realizaron con el kit AlkPhosTM siguiendo 
las indicaciones del fabricante (GE Healthcare Bio-Sciences AB). Para el marcaje se utilizó 
ADN purificado, a una concentración de 10 ng/μl, desnaturalizado por calor (95ºC) durante 5 
min y unido covalentemente a fosfatasa alcalina tras una incubación a 37ºC durante 20 min. 
La hibridación se llevó a cabo con las sondas específicas obtenidas por PCR a una 
temperatura de 55-60ºC durante 18 h, utilizando el horno Techne HB-1 (Techne Ltd, 
Cambridge, RU).  
La detección de la señal se realizó mediante la adición de dioxetano (CDP-star 
Detection Reagent, GE Healthcare Bio-Sciences AB) sobre el que actúa la fosfatasa alcalina 
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emitiendo una señal luminiscente. Esta señal se detectó por exposición durante 24 h en placas 
de autoradiografía Hyperfilm-ECL (GE Healthcare Bio-Sciences AB). El revelado de las 
placas se realizó de manera automatizada. 
5. CARACTERIZACIÓN DE BLEE 
 
Las distintas BLEE se caracterizaron por métodos que incluyen la determinación del punto 
isoeléctrico, amplificación y secuenciación de los genes correspondientes.  
 
5.1 Detección fenotípica 
La confirmación del fenotipo productor de BLEE se llevo a cabo mediante el método de la 
doble difusión en disco, descrito por Jarlier y cols. (Jarlier y cols., 1998) que consiste en un 
antibiograma en placas de Mueller-Hinton (Oxoid Ltd.) con discos convencionales (30 µg) de 
cefotaxima y ceftazidima y con un disco de amoxicilina-clavulánico (20/10 µg) (Oxoid, Ltd.) 
colocado en el centro de la placa a una distancia de 20-30 mm de los anteriores. La aparición 
de un halo ampliado alrededor de los discos de cefotaxima y ceftazidima en la zona próxima 
al disco de amoxicilina-clavulánico, tras incubación de 18-20 h a 37ºC es indicativa de una 
posible producción de BLEE. 
 
5.2 Determinación del punto isoeléctrico 
La determinación del punto isoeléctrico se realizó por la técnica del isoelectroenfoque, que 
permite separar proteínas en geles de acrilamida sometidas a un gradiente de pH creciente. 
Las proteínas migran desde el ánodo hasta el cátodo cuando se les somete a corriente eléctrica 
hasta detenerse en el valor de pH dónde su carga neta es cero, siendo este valor su punto 
isoélectrico. Esta es una de las técnicas que permite obtener información del posible número y 
el tipo de BLEE producida por cada aislado.  
La determinación del punto isoeléctrico de una proteína, se lleva a cabo en 3 pasos:  
 
a) Obtención de extractos crudos enzimáticos 
Los extractos enzimáticos se obtuvieron tras la lisis celular por sonicación o ultrasonidos 
(Vecoli y cols., 1983). Los extractos celulares se obtuvieron inoculando 200 µl de un cultivo 
de 18 h en 20 ml de caldo LB (Pronadisa) durante 6 h a 37ºC en agitación. Tras alcanzar la 
fase exponencial, estos cultivos se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min a 4ºC. Después 
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de eliminar el sobrenadante, las células se lavaron en 10 ml de agua destilada, centrifugándose 
nuevamente a 4000 rpm durante 10 min a 4ºC. Tras eliminar nuevamente el sobrenadante, las 
células se resuspendieron en 1 ml de agua destilada y se procedió a su sonicación en hielo 
(Sonicator W-30, Heat Systems. Ultrasonics Inc., Farmingdale, NY, EEUU), utilizando 5-7 
ciclos de 2 min cada uno. El sonicado se centrifugó a 12000 rpm durante 10 min. La 
confirmación de la actividad beta-lactamasa se realizó añadiendo 3 ml de nitrocefin 100 µM 
(Oxoid Ltd.) y 3 ml de extracto. El cambio de color amarillo a rojo del nitrocefín confirmó la 
presencia de actividad enzimática. 
 
b) Separación en gel o isoelectroenfoque 
La separación en gel de las distintas proteínas se realizó mediante la técnica descrita por 
Huovinen (Huovinen, 1988) utilizando geles comerciales de poliacrilamida con anfolitos de 
rango de pH= 3-9 y el equipo Phastsystem (Pharmacia AB, Uppsala, Suecia). El 
isoelectrenfoque consiste en tres fases: i) un pre-enfoque a 15ºC, 75 Vh y 2000 V donde se 
forma el gradiente de pH; ii) aplicación automática de la muestra en el gel y iii) el enfoque a 
500 Vh y 2000 V en el cual las proteínas migran hasta alcanzar su correspondiente punto 
isoeléctrico. Se utilizaron como controles beta-lactamasas de pI conocidos (5,9; 5,4; 7,6; 8,1).  
 
c) Tinción del gel 
Para la visualización de las distintas bandas, el gel se tiñó con 100 µl de nitrocefin 100 µM 
(Oxoid Ltd.). El punto isoeléctrico de una proteína es inferido por comparación con las bandas 
obtenidas en los controles. 
 
5.3 Caracterización de los genes blaBLEE 
Para la determinación de las distintas variantes de BLEE, se llevó a cabo la amplificación por 
PCR de los correspondientes genes, purificación, secuenciación de los productos de PCR 
obtenidos y análisis de las secuencias obtenidas (ver apartados 4.1.1, 4.3.1, 4.4.1-4, 4.5). 
La amplificación de los distintos genes blaBLEE se llevó a cabo con los cebadores 
específicos y las condiciones que aparecen en la tabla 4. La determinación de los genes 
blaCTX-M se realizó primero mediante una PCR múltiple con distintos cebadores para los 
distintos grupos y posterior confirmación mediante una PCR simple con cebadores 
específicos para cada una de las familias de CTX-M. 
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6. ESTRUCTURA POBLACIONAL 
 
La caracterización de la estructura poblacional de los aislados de E. coli y de K. pneumoniae 
productores de BLEE se realizó mediante su clasificación en distintos grupos filogenéticos y 
el análisis de clonalidad mediante PFGE y MLST utilizando los esquemas descritos para cada 
especie bacteriana. 
 
6.1 Grupos filogenéticos 
6.1.1 E. coli 
La clasificación de los aislados de E. coli en los distintos grupos filogenéticos (A, B1, B2 y 
D) se realizó mediante el método descrito por Clermont y cols. que consiste en la 
amplificación de los genes chuA, yja y de un fragmento de ADN denominado TspE4C2 
(Clermont y cols., 2000, Figura 10). Los detalles del procedimiento utilizado se describen en 
los apartados 4.1.1, 4.3.1 y 4.4.1-3. Los oligonucleótidos y las condiciones de PCR utilizadas 
se especifican en la tabla 5.  
 
Figura 10. Identificación de los grupos filogenéticos de E. coli según el esquema descrito por Clermont y 
cols. (adaptado de Clermont y cols., 2000). 
A B1 D B2
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6.1.2 K. pneumoniae 
La clasificación de los aislados de K. pneumoniae en los diferentes grupos filogenéticos se 
realizó siguiendo el protocolo descrito por Brisse y cols. que consiste en la amplificación del 
gen gyrA seguida de una restricción del producto de PCR con las enzimas TaqI y HaeIII 
(TaKaRa Bio Inc.). Los diferentes patrones de restricción obtenidos con cada una de las 
enzimas y su combinación permiten la clasificación en uno de los tres grupos filogenéticos, 
KpI, KpII y KpIII (Brisse y cols., 2004; Figura 11). 
  
 
La obtención del ADN genómico y la amplificación, digestión, separación y visualización se 
llevó a cabo según se describe en los puntos 4.1.1, 4.2, 4.3 y 4.4.1-3. Las condiciones de 
digestión fueron incubación durante 18 h a 37ºC para HaeIII y a 65ºC para TaqI, 
respectivamente. La reacción de PCR se realizó con los cebadores y condiciones 
especificados en la tabla 5.  
 
Figura 11. Identificación de los grupos filogenéticos de K. pneumoniae (adaptado de  Brisse y cols., 2004). 
 
KpI (perfil TaqI-B, HaeIII-C) 
 
KpII (TaqI-E, HaeIII-C o HaeIII-D) 
 
KpIII (TaqI-B and HaeIII-B) 
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6.2 Electroforesis en geles de campo pulsado (PFGE) 
Para determinar la relación clonal existente entre las distintas cepas se llevó a cabo una 
electroforesis en geles de campo pulsado (PFGE) mediante el protocolo modificado de 
Kaufmann, según lo especificado en los apartados 4.1.1, 4.2 y 4.4.2-3 (Kaufmann y cols., 
1998). 
La digestión del ADN en bloques de agarosa se realizó con 30 U de la enzima XbaI 
(TaKaRa Bio Inc.) y con incubación a 37ºC durante 20 h. La relacion clonal entre los aislados 
se estableció por comparación visual de los patrones obtenidos aplicando los criterios 
previamente establecidos (Tenover y cols., 1995), que permiten clasificar los aislados en 
indistinguibles (sin diferencia de bandas); clonalmente relacionados (entre 1 y 3 bandas de 
diferencia); posiblemente relacionados clonalmente (4 y 6 bandas de diferencia); no 
relacionados clonalmente (más de 7 bandas de diferencia). 
 
6.3 Multilocus sequence typing (MLST) 
Esta técnica consiste en amplificar y comparar las secuencias de siete genes de mantenimiento 
celular (“housekeeping”) asignando un número a cada alelo. Las distintas combinaciones de 
alelos se asignaron con su correspondiente secuencia tipo (ST) según las bases de datos 
correspondientes a cada microorganismo. Se determinó la relación clonal en los aislados de E. 
coli productores de CTX-M-14 y SHV-12 y en una selección de aislados de K. pneumoniae. 
 
6.3.1 E. coli 
Se seleccionaron aislados representativos productores de CTX-M-14 (n=49) y SHV-12 (n=23) 
para su caracterización por MLST. El esquema de MLST seguido en esta tesis se encuentra 
disponible en http://mlst.ucc.ie/ (Wirth y cols., 2006). Los genes utilizados fueron: adk 
(adenilato quinasa), fumC (fumarato hidratasa), gyrB (ADN girasa), icd 
(isocitrato/isopropilmalato deshidrogenasa), mdh (malato deshidrogenasa), aroE (shikimato 
deshidrogenasa), purA (adenilosuccinato deshidrogenasa), recA (motivo de unión de 
ATP/GTP). Los cebadores y las condiciones utilizados se encuentran en la tabla 6. Los 
procedimientos utilizados se describen en 4.1.1, 4.3, 4.4.1-3, 4.5 y 4.6. 
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6.3.2 K. pneumoniae 
Una selección de aislados clínicos (n=40) productores de las BLEE más relevantes en esta 
especie en nuestro centro (TEM-4, SHV-12, CTX-M-10 y CTX-M-15), se caracterizaron por 
MLST según el esquema descrito por Diancourt y cols (Diancourt y cols., 2005). Dicho 
esquema se basa en la amplificación de los siguientes genes “housekeeping”: rpoB (subunidad 
beta ARN polimerasa), gapA (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), mdh (malato 
deshidrogenasa), pgi (fosfoglucosa isomerasa), phoE (fosforina E), infB (factor iniciador de la 
traducción 2), tonB (transductor de energía periplásmico). (http://www.pasteur.fr/ 
recherche/genopole/PF8/mlst/Kpneumoniae.html). 
Los cebadores y condiciones utilizados se muestran en la tabla 6. La obtención del 
ADN, amplificación, electroforesis, visualización, purificación, secuenciación de los 
productos obtenidos, así como el análisis posterior de las secuencias y de los resultados de 
MLST se llevó a cabo como se indica en los puntos 4.1.1, 4.3.1, 4.4.1-3, 4.5 y 4.6. 
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7. TRANSFERENCIA DE LOS GENES blaBLEE 
 
El método utilizado para la transferencia in vitro de los genes blaBLEE fue la conjugación tanto 
en medio sólido como líquido. La cepa utilizada como receptora en ambos casos es E.coli 
BM21 (resistente al ácido nalidíxico y a la rifampicina, lactosa positiva y libre de plásmidos). 
 
7.1 Conjugación en medio sólido 
Se partió de un cultivo en caldo LB de 18 h de las cepas donadoras y receptora. Dichos 
cultivos se diluyeron 1:100 en caldo LB y se pusieron en contacto las cepas receptoras y 
donadoras en una proporción 1:2. La mezcla se centrifugó a 6.000 rpm durante 15 min y las 
células se resuspendieron en 100 µl de caldo LB. Se inoculó a un filtro (Millipore, Billerica, 
MA, EEUU) colocado sobre una placa de agar LB que actuó como soporte sólido y 
nutricional que fue incubada durante 18 h a 37ºC. Posteriormente, se realizaron diluciones 
(10-1-10-6) en caldo LB del cultivo y se plaquearon 25 µl de cada una de ellas en placas de 
agar LB suplementado con los antibióticos correspondientes: cefotaxima o ceftazidima (2 
µg/ml) en el caso de las células donadoras y cefotaxima o ceftazidima (2 µg/ml) y rifampicina 
(100 µg/ml) para los transconjugantes. Las placas se incubaron a 37ºC durante 18 h. Como 
confirmación, los cultivos positivos se reestriaron en las placas de selección correspondientes. 
Los transconjugantes obtenidos se guardaron en glicerol al 40% a -20ºC. 
 
7.2 Conjugación en medio líquido 
Partiendo de una placa de cultivo de LB de 24 h, se cultivó un inóculo bacteriano en 5 ml de 
caldo LB, tanto de las cepas donadoras como de las receptoras, y se incubaron a 37ºC durante 
18 h sin agitación. Se preparó un inóculo del cultivo anterior poniendo en contacto la cepa 
donadora y receptora en una proporción de 1:2, se incubó durante 6 h a 37ºC sin agitación. Se 
hicieron las correspondientes diluciones seriadas (10-1- 10-2) y se plaquearon además del 
cultivo sin diluir 100 µl en sendas placas de medio selectivo  (MacConkey; Oxoid, Ltd.) 
suplementado con cefotaxima o ceftazidima (2 µg/ml) y rifampicina (100 µg/ml). Las 
colonias crecidas se reestriaron en el medio selectivo correspondiente para confirmar la 
obtención de transconjugantes. Los transconjugantes obtenidos, se guardaron en glicerol al 
40% a -20ºC. 
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8. LOCALIZACIÓN DE LOS GENES blaBLEE 
 
La localización cromosómica o plasmídica de los genes blaBLEE se determinó por hibridación 
de ADN digerido con I-CeuI o S1 nucleasa, transferido por el método de Southern blot (ver 
4.7). La obtención del ADN, su digestión, electroforesis y visualización se detallan en los 
puntos 4.1, 4.2, 4.4.2 y 4.4.3. En el caso de la digestión con I-CeuI se utilizaron 6 U de la 
enzima y para S1 nucleasa 12 U. Los cebadores y condiciones utilizados para la síntesis de 
sondas se encuentran en las tabla 7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La enzima I-CeuI reconoce dianas de restricción de ADN cromosómico 
correspondientes a regiones específicas del operón 23S de genomas bacterianos. La sonda 
16S rADN hibrida solamente con fragmentos de ADN cromosómico. Una hibridación 
positiva de la sonda 16S rADN y de la sonda del gen blaBLEE en el mismo fragmento indica la 
localización cromosómica del gen de la beta-lactamasa. Una hibridación positiva de la sonda 
blaBLEE en bandas que no hibridan con la sonda 16S rADN indica una localización 
plasmídica. 
 
En el caso de ADN digerido con S1 nucleasa, la hibridación de la sonda blaBLEE en 
uno de los fragmentos generados tras la digestión enzimática será indicativo de localización 
plasmídica, además de indicarnos el tamaño de dicho plásmido. 
 
 
Tabla 7.  Cebadores y condiciones utilizados para la síntesis de sondas. 
 
PCR CEBADORES  SECUENCIA (5’-3’) CONDICIONES REFERENCIAS 
blaCTX-M-9 (856 pb) CTX-M-9-F 
CTX-M-9- 
GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 
ATGATTCTACGCCGCTGAAGCC 
1 ciclo de 12 min a 
94ºC; 35 ciclos de 1 
min a 94ºC, 1 min a 
62ºC, 1 min a 72ºC; 
extensión final de 10 
min a 72ºC 
Simarro y cols., 2000 
Coque y cols., 2002 
    bla SHV  (930 pb) SHV-F 
SHV-R 
GGGTTATTCTTATTTGTCGC 
TTAGCGTTGCCAGTGCTC 
1 ciclo de 12 min a 
94ºC; 35 ciclos de 1 
min a 94ºC, 1 min a 
56ºC, 1 min a 72ºC; 
extensión final de 10 
min a 72ºC 
Rasheed y cols., 1997 
    16S rADN (1.533 pb) 16S rADN-F 
16S rADN-R 
AGAGTTTGATCATGGCTCAG 
AAGGAGGTGATCCAGCC 
1 ciclo de 5 min a 
94ºC, 35 ciclos de 1 
min a 94ºC, 1 min a 
54ºC, 1 min a 72ºC; 
extensión final de 10 
min a 72ºC 
Weisburg y cols., 1991 
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9. CARACTERIZACIÓN DE LOS ELEMENTOS DE TRANSFERENCIA 
HORIZONTAL 
 
La caracterización de los elementos de transferencia horizontal incluyó los plásmidos y los 
entornos genéticos de blaCTX-M-2  y de blaCTX-M-14. 
 
9.1 Estudio de plásmidos 
La caracterización de plásmidos incluyó la determinación del número y tamaño, 
identificación del grupo de incompatibilidad, análisis de ARNi, replicasas, relaxasas y análisis 
de los patrones de restricción obtenidos por digestión enzimática. 
 
9.1.1 Extracción de plásmidos 
Los plásmidos se obtuvieron mediante los métodos de lisis alcalina de Birnboim y Doly y el 
método de Barton (ver apartado 4.1.1 y 4.1.2). 
 
9.1.2 Determinación del número y tamaño 
Para visualizar el tamaño y número de los plásmidos de las cepas transconjugantes obtenidas 
se utilizó: i) el método de Kado y Liu (ver 4.1.2, 4.4.1 y 4.4.3). El número y tamaño de los 
plásmidos se obtuvo por comparación con plásmidos de las cepas control E. coli V517 (ocho 
plásmidos comprendidos entre 2,1 y 54,2 Kb) y E. coli NCTC 50192 (plásmidos de 7, 38, 66 
y 154 Kb) y ii) el método de Barton dónde el tamaño y el número de plásmidos se establece 
por comparación con los marcadores de peso molecular utilizados de la movilidad 
electroforética de las formas lineales después de la digestión con S1 nucleasa (12 U) y de su 
separación mediante PFGE (4.1.2, 4.2, 4.4.2, 4.4.3, 4.6). 
 
9.1.3 Análisis del perfil plasmídico 
Para determinar las relaciones entre los distintos perfiles de plásmidos se realizaron distintas 
digestiones con las enzimas EcoRI, PstI y HpaI (TaKaRa Bio Inc, Shiga, Japón) en las 
condiciones indicadas por el fabricante. La obtención del DNA, la separación de los 
fragmentos y su visualización se describen en los puntos 4.1.2, 4.2, 4.4.1 y 4.4.3. Los patrones 
obtenidos se compararon para determinar si los plásmidos estaban o no relacionados 
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genéticamente. No existen criterios que determinen cuál es el número de bandas que tienen 
que compartir dos plásmidos para que se consideren idénticos. 
 
9.1.4 Determinación de los grupos de incompatibilidad 
Los plásmidos portadores de los genes blaBLEE se clasificaron en relación a su grupo de 
incompatibilidad siguiendo el esquema de PCR establecido por Carattoli y cols. (Carattoli y 
cols., 2005). Este esquema permite la identificación de 18 replicones básicos representativos 
de los plásmidos de enterobacterias e incluye 5 PCR múltiples y 3 simples. Los cebadores y 
condiciones utilizados se muestran en la tabla 8. Para la amplificación, se utilizó como molde 
ADN plasmídico obtenido por el método de Birnboim y Doly (ver 5.1.2). El procedimiento 
seguido se describe en los puntos 4.3.1, 4.4.1, 4.4.3 y 4.5. La correspondencia entre el 
replicón descrito y el plásmido que lleva el gen blaBLEE  se realizó mediante hibridación con 
sondas rep específicas (ver 4.7) de ADN digerido con S1 nucleasa o I-CeuI o con PstI (New 
England Biolabs, Inc.) transferido por el por el método Southern blot. La coincidencia de 
señal entre la hibridación de la sonda del gen blaBLEE y de la sonda rep en el mismo fragmento 
de ADN mostró la asociación entre ambos.  
                                                                                                                    Materiales y Métodos 
58 
 
T
ab
la
 8
. C
eb
ad
or
es
 y
 c
on
di
ci
on
es
 u
til
iz
ad
os
 p
ar
a 
la
 c
ar
ac
te
riz
ac
ió
n 
de
 p
lá
sm
id
os
. 
P
C
R
 
C
E
B
A
D
O
R
E
S 
 
SE
C
U
E
N
C
IA
 (
5’
-3
’)
 
C
O
N
D
IC
IO
N
E
S
 
R
E
F
E
R
E
N
C
IA
 
G
ru
po
s 
 
in
co
m
pa
ti
bi
li
da
d 
 
 
P
C
R
 m
úl
ti
pl
e 
 
 
H
I1
-F
  
G
G
A
G
C
G
A
TG
G
A
TT
A
C
TT
CA
G
TA
C
 
H
I1
-R
 
TG
C
C
G
TT
TC
A
CC
TC
G
TG
A
G
TA
 
H
I2
-F
 
TT
TC
TC
C
TG
A
G
TC
A
C
C
TG
TT
A
A
C
A
C
 
H
I2
-R
 
G
G
C
TC
A
C
TA
C
C
G
TT
G
TC
A
TC
C
T 
I1
-F
 
C
G
A
A
A
G
C
C
G
G
A
C
G
G
C
A
G
A
A
 
H
I1
 (4
71
 p
b)
 
 H
I2
 (6
44
 p
b)
 
 I1
 (1
39
 p
b)
 
I1
-R
 
TC
G
TC
G
TT
C
C
G
C
C
A
A
G
TT
C
G
T 
 
 X
-F
 
A
A
C
C
TT
A
G
A
G
G
C
TA
TT
TA
A
G
TT
G
C
TG
A
T 
X
-R
 
TG
A
G
A
G
TC
A
A
TT
TT
TA
TC
TC
A
TG
TT
TT
A
G
C
 
L/
M
-F
 
G
G
A
TG
A
A
A
A
C
TA
TC
A
G
C
A
TC
TG
A
A
G
 
L/
M
-R
 
C
TG
C
A
G
G
G
G
C
G
A
TT
C
TT
TA
G
G
 
N
-F
 
G
TC
TA
A
C
G
A
G
CT
TA
C
CG
A
A
G
 
X
 (3
76
 p
b)
 
 L/
M
 (7
85
 p
b)
 
 N
 (5
59
 p
b)
 
N
-R
 
G
TT
TC
A
A
C
TC
TG
C
C
A
A
G
TT
C
 
 
 FI
A
-F
 
C
C
A
TG
C
TG
G
TT
C
TA
G
A
G
A
A
G
G
TG
 
FI
A
-R
 
G
TA
TA
TC
C
TT
A
C
TG
G
C
TT
CC
G
C
A
G
 
FI
B
-F
 
G
G
A
G
TT
CT
G
A
C
A
C
A
C
G
A
TT
TT
CT
G
 
FI
B
-R
 
C
TC
C
CG
TC
G
C
TT
C
A
G
G
G
C
A
TT
 
W
-F
 
C
C
TA
A
G
A
A
C
A
A
C
A
A
A
G
C
CC
C
C
G
 
FI
A
 (4
62
 p
b)
 
 FI
B
 (7
02
 p
b)
 
 W
 (2
42
 p
b)
 
W
-R
 
G
G
TG
C
G
C
G
G
C
A
TA
G
A
A
C
C
G
T 
 
 Y
-F
 
A
A
TT
C
A
A
A
C
A
A
C
A
C
TG
TG
C
A
G
C
C
TG
 
Y
-R
 
G
C
G
A
G
A
A
TG
G
A
C
G
A
TT
A
C
A
A
A
A
C
TT
T 
P-
F 
C
TA
TG
G
C
C
C
TG
C
A
A
A
C
G
C
G
C
C
A
G
A
A
A
 
P-
R
 
TC
A
C
G
C
G
C
C
A
G
G
G
C
G
C
A
G
C
C
 
FI
C
-F
 
G
TG
A
A
C
TG
G
C
A
G
A
TG
A
G
G
A
A
G
G
 
Y
 (7
65
 p
b)
 
 P 
(5
34
 p
b)
 
 FI
C
 (2
62
 p
b)
 
FI
C
-R
 
TT
CT
C
C
TC
G
TC
G
C
C
A
A
A
C
TA
G
A
T 
 
 A
/C
-F
 
G
A
G
A
A
C
C
A
A
A
G
A
C
A
A
A
G
A
C
C
TG
G
A
 
A
/C
-R
 
A
C
G
A
C
A
A
A
CC
TG
A
A
TT
G
C
CT
C
C
TT
 
T-
F 
TT
G
G
C
C
TG
TT
TG
TG
C
C
TA
A
A
C
C
A
T 
T-
R
 
C
G
TT
G
A
TT
A
C
A
C
TT
A
G
C
TT
TG
G
A
C 
FI
IA
s-
F 
C
TG
TC
G
TA
A
G
C
TG
A
TG
G
C 
A
/C
 (4
65
 p
b)
 
 T 
(7
50
 p
b)
 
 FI
IA
s (
27
0 
pb
) 
FI
IA
s-
R 
C
TC
TG
C
C
A
C
A
A
A
C
TT
C
A
G
C
 
1 
ci
cl
o 
de
 5
 m
in
 a
 9
4º
C
; 3
0 
ci
cl
os
 d
e 
 
1 
m
in
 a
 9
4°
C
, 3
0 
s 
a 
60
°C
, y
 1
 m
in
 a
 7
2°
C
; 
ex
te
ns
ió
n 
fin
al
 d
e 
5 
m
in
 a
 7
2°
C
 
 
 
 
P
C
R
 s
im
p
le
 
 
 
K
-F
 
G
C
G
G
TC
C
G
G
A
A
A
G
C
C
A
G
A
A
A
A
C
 
K
 (1
60
 p
b)
 
K
-R
 
TC
TT
TC
A
C
G
A
G
C
C
C
G
C
C
A
A
A
 
 
 B
/O
-F
 
G
C
G
G
TC
C
G
G
A
A
A
G
C
C
A
G
A
A
A
A
C
 
B
/O
 (1
59
 p
b)
 
B
/O
-R
 
TC
TG
C
G
TT
C
C
G
C
C
A
A
G
TT
CG
A
 
1 
ci
cl
o 
de
 5
 m
in
 a
 9
4º
C
; 3
0 
ci
cl
os
 d
e 
 
1 
m
in
 a
 9
4°
C,
 3
0 
s a
 6
0°
C
, y
 1
 m
in
 a
 7
2°
C
;  
ex
te
ns
ió
n 
fin
al
 d
e 
5 
m
in
 a
 7
2°
C
 
 
 
 
F 
(2
70
 p
b)
 
F-
F 
F-
R
 
TG
A
TC
G
TT
TA
A
G
G
A
A
TT
TT
G
 
G
A
A
G
A
TC
A
G
TC
A
C
A
C
C
A
TC
C
 
1 
ci
cl
o 
de
 5
 m
in
 a
 9
4º
C
; 3
0 
ci
cl
os
 d
e 
1 
m
in
 a
 9
4°
C
, 3
0 
s 
a 
52
°C
, y
 1
 m
in
 a
 7
2°
C
; 
ex
te
ns
ió
n 
fin
al
 d
e 
5 
m
in
 a
 7
2°
C
 
C
ar
at
to
li 
y 
co
ls
., 
20
05
 
   
                                                                                                                    Materiales y Métodos 
59 
9.1.5 Caracterización de la región de replicación 
Los plásmidos clasificados dentro del complejo IncI (IncI, IncK y/o IncB/O) mediante el 
esquema de PCR descrito por Carattoli y cols. (Carattoli y cols., 2005) fueron analizados en 
detalle mediante la caracterización de ARNi, las replicasas y las relaxasas correspondientes. 
La identificación de ARNi, también conocido como inc, que codifica para una 
molécula de ARN de aproximadamente 70 pb que regula la replicación reprimiendo la 
expresión del gen de la replicasa, se realizó mediante el análisis de las secuencias obtenidas 
por el método de tipado de replicones por PCR (Carattoli y cols., 2005).  
La identificación de las replicasas se llevó a cabo amplificando los genes 
correspondientes con los cebadores RNAI y REPZA (Tabla 9) que fueron diseñados 
utilizando las secuencias consenso de los plásmidos IncI: pO113 (GenBank NC_007365), 
R64 (GenBank NC_005014), ColIb-P9 (GenBank NC_002122); IncK: R387 (GenBank 
M93063) e IncB: pMU707 (GenBank M93062). El protocolo seguido se muestra en los 
puntos 4.1.2, 4.3.1, 4.4.1, 4.4.2, 4.5 y 4.6.  
La caracterización de las relaxasas se realizó mediante la amplificación de dichos 
genes utilizando los oligonucleótidos MOBP12-F y MOBP12-R, con las condiciones que se 
encuentran en la tabla 9. La amplificación, purificación, secuenciación y posterior análisis se 
llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito en 4.3, 4.4 y 4.5 (Alvarado y cols., 2008 
Internacional Plasmid Biology Conference). 
El árbol filogenético de las replicasas y relaxasas se realizó mediante el método 
neighbour-joining, usando el modelo p-distance con delección completa, y comprobado por 
medio de los valores de bootstrap obtenidos a partir de 1000 réplicas, utilizando el programa 
MEGA versión 3.1 (Kumar y cols., 2004). 
 
 
 
Tabla 9. Cebadores y condiciones utilizados en la caracterización de replicasas y relaxasas de los plásmidos del complejo IncI. 
 
PCR CEBADORES  SECUENCIA (5’-3’) CONDICIONES REFERENCIAS 
Replicasas RNAI 
REPZA 
ATGCGCCATAAGGCATTCA 
ATGACCATCTGAAGCGACT 
1 ciclo de 5 min a 94ºC, 35 
ciclos de 1 min a 94ºC, 1 min a 
54ºC, 2 min a 72ºC; extensión 
final de 10 min a 72ºC 
Valverde y cols., 2009 
    
Relaxasas MOBP12-F 
MOBP12-R 
GCAAAAGATGACACTGAYCCYGTTTT 
AGCGATGTGGATGTGAAGGTTATCHGTRTC 
1 ciclo de 5 min a 94ºC, 30 
ciclos de 30 s a 94ºC, 30 s a 
54ºC, 30 s a 72ºC; extensión 
final de 10 min a 72ºC 
Alvarado y cols., 2008 
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9.2 Caracterización del entorno genético de blaCTX-M 
La asociación de los integrones que contienen los genes blaCTX-M de distintos grupos (blaCTX-
M-2 y blaCTX-M-9)  con transposones de la familia Tn21 y su localización en integrones de clase 
1 ha sido descrita por diversos autores (Arduino y cols., 2002; Navarro y cols., 2007a; García 
y cols., 2005; Novais y cols., 2006, Power y cols., 2005; Sabaté y cols., 2002b). También se 
ha descrito la asociación de otras BLEE con secuencias de inserción, como en el caso de 
ISEcp1 e IS903 con CTX-M-14 (Chanawong y cols., 2002; Eckert y cols., 2006; Lartigue y 
cols., 2004).  
 
9.2.1 Asociación con ISCR1 e integrones  
La caracterización del entorno genético blaCTX-M-2 se llevó a cabo mediante una estrategia de 
PCR solapantes utilizando cebadores diseñados sobre las secuencias de In35 (GenBank 
AY079169), In60 (GenBank AY092058) y Tn21 (GenBank AF071413) (Figura 12).  
 
 
 
 
Figura 12. Esquema de PCR solapantes para la caracterización del entorno genético de blaCTX-M-2. 
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La presencia de blaCTX-M-14 en integrones de clase 1 y su asociación con transposones 
del tipo Tn21 se caracterizó mediante un esquema de PCR solapantes (Figura 13), basadas en 
las secuencias de In60 (GenBank AF174129). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En ambos casos, se utilizó como molde ADN genómico de la cepa salvaje. Se 
siguieron los procedimientos de extracción, amplificación, separación, visualización, 
purificación, secuenciación y análisis descritos en 4.1.1, 4.3.1, 4.3.2, 4.4.1, 4.4.3, 4.5 y 4.6. 
Los cebadores y las condiciones de PCR utilizados se muestran en la tabla 10.  
 
9.2.2 Asociación con ISEcp1 
Se analizó la presencia de ISEcp1 y de IS903 asociadas a blaCTX-M-14. Los cebadores 
utilizados y las condiciones se muestran en la tabla 11. La obtención de ADN, la reacción de 
PCR, la electroforesis, visualización, purificación, secuenciación y análisis se describen en los 
puntos 4.1, 4.3.1, 4.4.1, 4.4.3, 4.5 y 4.6.  
 
10. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
La significación estadística se calculó utilizando el método de Chi-cuadrado, considerándose 
como valores estadísticamente significativos aquellos con p≤0,05. 
Figura 13. Esquema de PCR solapantes para la caracterización del entorno genético de blaCTX-M-14 
asociado a integrones de clase 1 e ISCR1. 
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1. ESTUDIOS ECOLÓGICOS Y DE VIGILANCIA EPIDEMIOLÓGICA DE BLEE  
 
En este apartado se analizan los resultados obtenidos en los estudios de colonización por 
enterobacterias productoras de BLEE en pacientes hospitalizados y ambulatorios, voluntarios 
sanos y convivientes de pacientes con infecciones causadas por estos microorganismos. 
También se analiza la presencia de microorganismos productores de BLEE en muestras de 
aguas y alimentos.  
 
1.1 Epidemiología de enterobacterias productoras de BLEE en portadores fecales de 
distintos compartimentos 
1.1.1 Prevalencia de portadores fecales  
El porcentaje de portadores fecales de enterobacterias productoras de BLEE en pacientes 
atendidos en el Servicio de Microbiología del Hospital Universitario Ramón y Cajal de 
Madrid, aumentó desde 0,6% (5/849 pacientes) en el año 1991 a 7,0% (27/386 pacientes) en 
2003 (p<0,001). En el año 2007 se observó un incremento no significativo de esta cifra con 
respecto al año 2003, alcanzando un 8,2% (38/462 pacientes). Cuando se analizan por 
separado los pacientes hospitalizados y ambulatorios, el porcentaje de portadores fecales de 
enterobacterias con BLEE en pacientes hospitalizados fue del 0,3% (1/305) en 1991, del 
11,8% (11/93) en 2003 y del 8,9% (13/146) en 2007. En pacientes no hospitalizados, los 
porcentajes obtenidos fueron: 0,7% (4/544) en 1991, 5,5% (16/293) en 2003 y 7,9% (25/316) 
en 2007 (Figura 14). Las características de los aislados obtenidos se muestran en la tabla 12. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Prevalencia de portadores fecales de enterobacterias productoras de BLEE en 1991, 2003 y 2007. 
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 Los pacientes hospitalizados en los años 1991, 2003 y 2007 procedían 
mayoritariamente de unidades médicas (100,0%; 1 /1, 100,0%; 12/12 y 78,6% 11/14), 
respectivamente), mientras que en el año 2007, también se identificaron pacientes de otras 
áreas como cirugía (14,3%; 2/14) y unidades de cuidados intensivos (7,1%; 1/14). 
 
El porcentaje de portadores fecales entre los voluntarios sanos de la comunidad que 
participaron en el estudio en 2003 (3,7%; 4/108), es ligeramente inferior al obtenido para los 
pacientes ambulatorios (5,5%; 16/293) de ese mismo año (Figura 14). En todos los casos el 
microorganismo caracterizado fue E. coli. Las características de los aislados de los 
voluntarios sanos se muestran en la tabla 13. 
 
1.1.2 Caracterización de BLEE  
El análisis de los resultados obtenidos en las tres etapas estudiadas permitió observar un 
aumento tanto en el número de aislados como en el número y tipo de BLEE descritas (Tabla 
12, Figura 15). En el año 1991, las 6 BLEE identificadas correspondieron a los grupos TEM 
(3 TEM-4) y CTX-M (3 CTX-M-10). Las 32 enzimas encontradas en 2003 fueron TEM 
(10,7%; 2 TEM-4, 1 TEM-52), SHV (28,6%; 1 SHV-2, 7 SHV-12) y CTX-M (57,1%; 1 
CTX-M-10, 6 CTX-M-9, 9 CTX-M-14) y una BLEE de pI=7,6 no caracterizada (3,6%). 
Finalmente, en 2007 se describieron 45 enzimas observándose un descenso en las de tipo 
TEM (4,4%; 1 TEM-19, 1 TEM-135), el mantenimiento de las de tipo SHV (28,9%; 2 SHV-
2, 11 SHV-12) y el aumento de las de tipo CTX-M (66,7%; 1 CTX-M-1, 8 CTX-M-15, 3 
Tabla 13. Características de los aislados productores de BLEE obtenidos de 
muestras fecales de voluntarios sanos en 2003. 
 
Año Pulsotipo BLEE 
Punto 
isoeléctrico 
Resistencias asociadasa 
     2003 ECVS27C CTX-M-2 8,1  Na, Cp, Te, Su 
 ECVS62C CTX-M-14 8,1  Sm,Te, Su, Tp 
 ECVS41S SHV-12 8,2 ~ 
 ECVS85S SHV-12 8,2 Te, Su 
a. Los aislados sensibles a todos los antibióticos estudiados se representan 
con (~). Los aislados con sensibilidad intermedia se consideran resistentes. 
Cp: ciprofloxacino; Na: ácido nalidíxico; Sm: estreptomicina; Su: 
sulfonamidas; Te: tetraciclina; Tp: trimetoprim.  
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CTX-M-32, 3 CTX-M-9, 15 CTX-M-14). Cabe destacar la descripción mayoritaria de CTX-
M-14 tanto en 2003 como en 2007 (56,2% y 50,0%; respectivamente) y de SHV-12 (21,9% y  
24,4%). En 2007 se produjo la aparición de las enzimas del grupo CTX-M-1 (40,0%).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Si se analizan por separado las enzimas identificadas en pacientes hospitalizados y 
ambulatorios, en pacientes hospitalizados en el año 1991 sólo se identificó TEM-4. En 2003, 
el 50,0% de las enzimas identificadas fueron de tipo TEM (TEM-4, 52) y SHV (SHV-2, 12). 
En cambio, CTX-M-15 fue la principal enzima (37,5%) asociada mayoritariamente con 
aislados nosocomiales en el año 2007. 
Los principales responsables de la colonización de pacientes ambulatorios en el año 
1991 fueron microorganismos productores de TEM-4 (40,0%) y de CTX-M-10 (60,0%). En el 
año 2003 se identificaron enzimas del grupo CTX-M-9 (62,5%) y SHV-12 (31,2%). Esta 
tendencia se mantuvo en 2007, donde las principales enzimas encontradas en pacientes 
ambulatorios fueron CTX-M-14 (38,0%) y SHV-12 (31,0%).  
 
Figura 15.  Distribución de los distintos tipos de BLEE obtenidos de muestras fecales de pacientes y 
de voluntarios sanos en los años 1991, 2003 y 2007. 
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La caracterización de las BLEE obtenidas de los 4 aislados de heces de voluntarios 
sanos fueron dos SHV-12, una CTX-M-14 y otra CTX-M-2 (la primera de este tipo descrita 
en nuestro país) (Tabla 13). 
 
1.1.3 Estructura poblacional 
Los aislados de enterobacterias obtenidos en 1991 (n=6) correspondieron a E. coli (n=4), K. 
pneumoniae (n=1) y Citrobacter freundii (n=1). En cambio, en el año 2003 todos los aislados 
tanto de muestras de pacientes (n=32) como de voluntarios sanos (n=4) fueron identificados 
como E. coli. En 2007 (n=43), se obtuvieron 40 aislados de E. coli y 3 de K. pneumoniae 
(Tabla 12). 
El análisis de la estructura poblacional mediante PFGE de los distintos aislados 
obtenidos de los portadores fecales de 1991, 2003 y 2007 y de los voluntarios sanos, mostró 
una gran diversidad de patrones, demostrando la ausencia de clones epidémicos en la 
población estudiada. A pesar de ello, se produjeron distintas situaciones puntuales a lo largo 
del estudio donde se identificaron clones productores de distintas o de una misma BLEE 
colonizando simultáneamente a un mismo paciente.También se produjo la colonización de un 
mismo individuo por un clon productor de diferentes BLEE y la presencia de un mismo clon 
productor de la misma BLEE en distintos pacientes (Tabla 12). 
 
1.1.4 Sensibilidad a antibióticos no beta-lactámicos  
Los perfiles de resistencia obtenidos para los aislados de los años 1991, 2003 y 2007 se 
muestran en la tabla 12 y en la figura 16. El análisis de los valores obtenidos mostró, en 
general, un aumento de la resistencia a aminoglucósidos y fluoroquinolonas. Comparando los 
valores de resistencia obtenidos para distintos antibióticos en aislados productores de BLEE, 
en los años 2003 y 2007, se observa un aumento significativo de la resistencia a 
estreptomicina (57,1 vs 97,7%; p=0,01), espectinomicina (25,0 vs 55,8%; p<0,0001), y 
ciprofloxacino (25,0 vs 60,5%; p=0,003). También se ha observado un aumento en la 
resistencia a ácido nalidíxico (53,6 vs 74,4%), sulfonamidas (80,8 vs 86,1%) y tetraciclinas 
(69,2 vs 76,7%). Cabe resaltar el gran número de aislados resistentes a aminoglucósidos 
aparecidos en 2007 (gentamicina; 44,2%, tobramicina; 67,4%, amicacina; 65,1% y 
apramicina; 88,4%), siendo significativo el aumento a kanamicina (3,6% vs 97,7%; p<0,001), 
debido principalmente a aislados de la comunidad, especialmente a los productores de CTX-
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M-14 y SHV-12. Con posterioridad se analizó el posible mecanismo asociado a esta 
resistencia en estos aislados. 
 
1.2. Epidemiología de enterobacterias productoras de BLEE en convivientes de 
pacientes con infección por estos microorganismos 
1.2.1 Prevalencia de portadores fecales 
La prevalencia de portadores fecales de E. coli productor de BLEE fue de un 70,0% (28/40) 
entre los casos índice y de un 16,7% (9/54) en el caso de los convivientes. El porcentaje de 
convivientes colonizados fue significativamente más elevado que el obtenido en el 2003 en el 
grupo de pacientes extrahospitalarios (p=0,003; 5,5%; 16/293) y en el de voluntarios sanos 
(p=0,003; 3,7%; 4/108) (Figura 17). Nueve de los casos índice presentaron al menos un 
conviviente colonizado (31,0%; 9/29). Este porcentaje fue mayor que el de los casos índice 
sin colonización intestinal con convivientes portadores (10,0%; 1/10) y aumentó 
significativamente (42,1%; 8/19; p=0,024) en el grupo de casos índice portadores fecales con 
convivientes colonizados (Figura 18). 
Figura 16. Comparación de los aislados resistentes a diferentes antimicrobianos de 
los años 1991, 2003 y 2007. Ak: amicacina; Ap: apramicina; Cl: cloranfenicol; Cp: 
ciprofloxacino; Gm: gentamicina; Km: kanamicina; Na: ácido nalidíxico; Sm: 
estreptomicina; Sp: espectinomicina; Su: sulfonamidas; Tb: tobramicina; Te: 
tetraciclina; Tp: trimetoprim. 
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Casos índice n=40
Caso índice portador (-) n=12 Caso índice portador (+) n=28
Con convivientes 
n=10
Sin convivientes 
n=2
Con convivientes 
n=19
Sin convivientes 
n=9
Convivientes 
portadores (+) n=1
Convivientes 
portadores (-) n=15
Convivientes 
portadores (+) n=8
Convivientes n=54
Convivientes 
portadores (-) n=30
Figura 18. Casos índice portadores de enterobacterias productoras de BLEE y sus 
correspondientes convivientes. 
 
Caso índice: Paciente con infección por organismo productor de BLEE
Caso índice portador (+) : Paciente con infección por microorganismos productores de BLEE y cultivo fecal  posit ivo para BLEE
Caso índice portador (-) : Paciente con infección por microorganismos productores de BLEE y cultivo fecal  negat ivo para BLEE
Convivientes portadores (+) : Convivientes con muestra fecales positivas para microorganismos productores de BLEE
Convivientes portadores (-) : Convivientes con muestra fecales negativas para microorganismos productores de BLEE
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Figura 17. Porcentaje de portadores fecales en distintos compartimentos. 
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1.2.2 Caracterización de BLEE  
La caracterización de estas enzimas reveló una alta frecuencia de variantes de tipo CTX-M 
(71,4%) y de SHV (20,0%) en relación con las de tipo TEM (7,1%) tanto en los casos índice 
como en los convivientes. La alta representación de enzimas de tipo CTX-M se debe a la 
presencia mayoritaria de CTX-M-14 (78,4%) y a CTX-M-9 (11,8%) y a las del grupo de 
CTX-M-1 (7,1%). Dentro de las de tipo SHV se describe mayoritariamente la variante SHV-
12 (92,8%) (Figura 19 y Tablas 14, 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En diferentes casos, en un mismo individuo se describieron distintos tipos de enzimas 
(CI6 y CI7, GF3 y GF6) al igual que entre un caso índice y su correspondiente conviviente 
(GF8) (Tablas 14 y 15). 
 
 
Figura 19. Distribución de BLEE de muestras clínicas y fecales de los casos índice y los convivientes. 
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 Tabla 14. Características de los aislados productores de BLEE de los casos índice sin convivientes  
NC: no caracterizado; DEG: ADN degradado. 
Caso índice BLEE Filogrupo 
 
Pulsotipo 
(nº aislados) 
Especie  
(nº aislados) 
Muestra 
(nº aislados) 
      CI6 TEM-4 
SHV-12 
NC 
B1 
CV18S (1) 
DEG (1) 
K. pneumoniae (1) 
E .coli (1) 
Orina (1) 
Heces (1) 
      CI14 TEM-39 A CV41T (2) E .coli (2) Orina (1), Heces (1) 
      CI8 A CV24S (2) E. coli (2) Orina (1), Heces (1) 
CI3 CV14S (1) 
DEG (1) 
E. coli (2) Orina (1) 
Heces (1) 
CI5 
SHV-12 
B1 
CV17S (2) E. coli (2) Orina (1), Heces (1) 
      CI9 CTX-M-32 D CV28C (2) E. coli (2) Orina (1), Heces (1) 
      CI20 A, D CV86C (2) E. coli (2) Orina (1), Heces (1) 
CI10 B1 CV29C (2) E. coli (2) Orina (1), Heces (1) 
CI17 
CTX-M-9 
D CV70C (2) E. coli (2) Orina (1), Heces (1) 
      CI1 CV3C (1) 
CV3HC (1) 
E. coli (2) Orina (1) 
Heces (1) 
CI4 CV16C (2) E. coli (2) Orina (1), Heces (1) 
CI13 CV40C (2) E. coli (2) Orina (1), Heces (1) 
CI15 
A 
CV52C (2) E. coli (2) Orina (1), Heces (1) 
I16 CV59C (2) E. coli (2) Orina (1), Heces (1) 
CI18 CV77C (2) E. coli (2) Orina (1), Heces (1) 
CI19 
B1 
CV80C (1) 
CV80HC (1) 
E. coli (2) Orina (1) 
Heces (1) 
CI2 CV12C (2) E. coli (2) Orina (1), Heces (1) 
CI11 
CTX-M-14 
D 
CV37C (1) 
CV37HC (1) 
E. coli (2) Orina (1) 
Heces (1) 
      CI7 CTX-M-14 
SHV-2 
D CV20C (1) 
CV20S (1) 
E. coli (2) Orina (1)  
Heces (1) 
      CI12 CTX-M-14 
SHV-12 
D 
A 
CV39C (2) 
CV39S (1) 
E. coli (3) Orina (1), Heces (1) 
Heces (1) 
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1.2.3 Estructura poblacional  
Los aislados de E. coli (n= 69) fueron clasificados en los grupos filogenéticos D (37,7%; 
26/69), A (34,8%; 24/69), y B1 (27,5%; 19/69) (Tablas 14 y 15). 
Los aislados clínicos y fecales de E. coli de los casos índice presentaron el mismo 
perfil de PFGE en 21 de 29 casos (72,0%). El análisis de los pulsotipos de los aislados de E. 
coli productores de BLEE de los casos índice (de muestras clínicas o fecales) y su 
correspondiente conviviente reveló un patrón indistinguible en 6 de 9 casos (66,0%) (Tablas 
14 y 15). 
 
1.2.4 Sensibilidad a antibióticos no beta-lactámicos  
Los perfiles de sensibilidad obtenidos muestran altas tasas de resistencia a quinolonas 
(ciprofloxacino, 50,7%; ácido nalidíxico, 79,1%), aminoglucósidos (estreptomicina, 79,1%; 
gentamicina, 17,8%; kanamicina, 32,8%; tobramicina, 26,9% y apramicina 19,4%), 
sulfonamidas (65,6%); trimetoprim (61,2%) y tetraciclinas (77,6%) (Tabla 16). 
 
Tabla 15. Características de los aislados de E. coli productores de BLEE de los casos índice y sus 
correspondientes convivientes.  
Caso índice Conviviente a Grupo familiar  
(nº convivientes) BLEE Filogrupo Pulsotipo Muestra BLEE Filogrupo Pulsotipo  
GF9 (1) SHV-12 D CV94S Orina    
 SHV-12 D CV94S Heces SHV-12 D  CV94S 
        GF3 (1) SHV-12 D CV44S Orina    
 SHV-12 D CV44S Heces    
 CTX-M-14 A CV44C Heces CTX-M-14 A CV44C 
        GF7 (1) CTX-M-14 A CV81C Orina    
 CTX-M-14 A CV81C Heces CTX-M-14 D CV82C 
        GF2 (1) CTX-M-14 A CV34C Orina    
 NEG ND DEG Heces CTX-M-14 A CV36C 
        GF5 (1) CTX-M-14 A CV64C Orina    
 CTX-M-14 B1 CV64C Heces CTX-M-14 B1 CV64C 
        GF8 (1) CTX-M-14 B1 CV92C Orina    
 CTX-M-14 A CV92HC Heces TEM-52 A CV93.1T 
     TEM-52 A CV93.2T 
        GF1 (1 ) CTX-M-14 D CV5C Orina    
 CTX-M-14 D CV5C Heces CTX-M-14 D CV5C 
                GF4 (1) CTX-M-14 B1 CV61C Orina    
 CTX-M-14 B1 CV61C Heces CTX-M-14 B1 CV61C 
                GF6 (1) CTX-M-1 D CV68C Orina    
 CTX-M-1 D CV68C Heces CTX-M-1 D CV68C 
     CTX-M-14 D CV69C 
GF: grupo familiar; NEG: muestra negativa de BLEE en heces; ND: no determinado; DEG: ADN degradado. 
a. Los aislados de los convivientes se obtuvieron de muestras fecales. 
                                                                                                                                    Resultados 
79 
 DEG: ADN degradado. a. Los aislados con sensibilidad intermedia se consideran resistentes. b. Las resistencias a 
los antibióticos entre paréntesis indican sensibilidad variable a ese antibiótico. (~) aislados sensibles a todos los 
antibióticos estudiados. Ap: apramicina; Cl: cloranfenicol; Cp: ciprofloxacino; Gm: gentamicina; Km: kanamicina; 
Na: ácido nalidíxico; Ne: netilmicina; Nm: neomicina; Sm: estreptomicina; Sp: espectinomicina; Su: sulfonamidas; 
Tb: tobramicina; Te: tetraciclina; Tp: trimetoprim. 
Tabla 16. Resistencias a antibióticos no beta-lactámicos de los aislados productores de BLEE de los casos 
índice y los convivientes. 
 
 
 
 
BLEE 
Pulsotipo 
(nº aislados) 
Resistencias asociadasa 
   TEM-39 CV41T (2) Sm, Sp, Gm, Km, Tb, Nm, Ne, Na, Cp, Su, Tp, Te, Cl  
   
CV93.1T (1) Gm, Km, Tb, Na, Cp, Te TEM-52 
CV93.2T (1) Na 
   SHV-2 CV20S (1) Sm, Na, Te 
   SHV-11 CV18S Sm, Sp 
   
CV14S Sm, Sp, Ap,  Na, Cp, Su, Tp, Te, Cl 
DEG Sm, Sp, Na, Cp, Su, Tp, Te, Cl 
CV17S (2) Sm, Sp, Su, Tp, Te, Cl 
DEG Sm, Sp, Su, Tp, Te, Cl 
CV24S (2) Sm, Na,Cp, Su, Tp, Te 
CV39S (1) Sm, Sp, Na, Su, Te, Cl 
CV44S (2) Sm, Gm, Tb,Na, Cp, Su, Tp, Te 
SHV-12 
CV94S (3) Na, Cp, Te,Cl 
    
CTX-M-1 CV68C (3) (Sp, Ap), Na, Te 
   
CV28C (2) ~ 
CV69C (1) Na 
CV3HC (1) Sm, Km, Tb, Ap, Nm, Na, Su, Tp, Te, Cl 
CV3C (1) Km, Nm, Te 
CV5C (3) Sm, Km, Nm, Na, Su, Te, Cl 
CTX-M-32 
 
 
 
 
 
 
 
CV12C (2) Sm, Sp, Na, Cp, Su, Tp, Te, Cl 
   
CV29C (2) Sm, Sp, Ap, Na, Cp, Su, Tp 
CV70C (2) Sm, Sp, Gm, Km, Tb, Na, Cp, Su, Tp, Te, Cl 
CTX-M-9 
CV86C (2) Sm, Sp, Km, Nm, Na, Cp, Su,  Tp, Te, Cl 
   
CV16C (2) Gm, Km, Tb, (Nm), Na, Cp, Su, Tp, Te 
CV20C (1) Sm, Na 
CV34C (1) Sm, Na, Cp, Su, Tp, Te, Cl 
CV36C (1) Su, Cl 
CV37HC (1) Sm, Na, Cp, Su, Tp, Te, Cl  
CV37C (1) Sm, Sp, Su, Tp, Te 
CV39C (2) Sm, Sp, Na, Su, Tp, (Te), Cl  
CV40C (2) Sm, (Sp), Su, Te  
CV44C (2) Sm, Sp, Na, Cp, Su, Tp 
CV52C (2) Sm ,Na, Su, Tp 
CV59C (2) Na, Cp 
CV61C (3) (Km, Tb), Ap, Na, Cp 
CV64C (3) Sm, Km, Tb, Ap, Na, Cp, Su, Tp, Te, Cl  
CV77HC (1) Sm, Gm, Km, Ap, Nm, Na, Su, Tp, Te 
CV77C (1) ~ 
CV80O (1) Sm, Sp, Gm, Km , Tb, Ak, Nm, Su, Tp, Cl 
CV80C (1) Sm, Su,  Km, Nm, Tp, Te 
CV81C (2) Sm, Na, Tp, Te 
CV82C (1) Sm 
CV92C (1) Sm, Gm, Tb, Ap, Su, Tp, Te, Cl 
CTX-M-14 
CV92HC (1) Tp, Te 
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1.3 Epidemiología de enterobacterias productoras de BLEE en aguas y alimentos 
1.3.1 Prevalencia y caracterización de BLEE  
De las 528 muestras de aguas analizadas, solamente se obtuvo un resultado positivo en una 
muestra procedente de un lago, lo que representa un 0,2% de las aguas analizadas y un 4,8% 
(1/21) de las aguas naturales estudiadas. El microorganismo fue identificado como E. coli 
productor de SHV-12 (Tabla 17). 
De las 203 muestras de alimentos, se obtuvo un resultado positivo en dos muestras 
de despiece de pollo, lo que representa un 0,9% de los alimentos analizados y un 9,5% (2/21) 
dentro de los alimentos no cocinados. Se obtuvieron tres aislados posteriormente identificados 
como E. coli productor de CTX-M-14 y/o SHV-12 (Tabla 17). 
 
1.3.2 Estructura poblacional  
Los aislados de E. coli se clasificaron en los grupos filogenéticos A (75%; 3/4) y D (25%; 
1/4). Los cuatro aislados de E. coli presentaron diferentes perfiles de PFGE (Tabla 17). 
 
1.3.3 Sensibilidad a antibióticos no beta-lactámicos  
Todos los aislados fueron resistentes a estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclina, el 75% 
trimetoprim y ácido nalidíxico y el 50% a ciprofloxacino (Tabla 17). 
 
 
BLEE Muestra Fecha Filogrupo Pulsotipo Resistencias Asociadasb 
SHV-12 Agua 2003 A W71S Sm, Sp, Na, Su, Tp, Te, Cl 
      SHV-12 Pollo 2004 D A33ZSa Sm, Su, Cp, Tp, Te 
      CTX-M-14 Pollo 2004 A A33Ca Sm, Sp, Na, Cp, Su, Tp, Te 
      CTX-M-14 Pollo 2004 A A34C Sm, Sp, Na, Su, Te, Cl  
Tabla 17. Características de los aislados de E. coli productores de BLEE obtenidos de muestras 
de aguas y alimentos. 
 a. Aislados procedentes de la misma muestra. b. Los aislados con sensibilidad intermedia se 
consideran resistentes. Cl: cloranfenicol; Cp: ciprofloxacino; Na: ácido nalidíxico; Sm: 
estreptomicina; Sp: espectinomicina; Su: sulfonamidas; Te: tetraciclina; Tp: trimetoprim. 
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2. EVOLUCIÓN Y EPIDEMIOLOGÍA DE Klebsiella pneumoniae PRODUCTOR DE 
BLEE 
 
A pesar de que en los últimos años la prevalencia de E. coli productor de BLEE ha crecido de 
manera espectacular, K. pneumoniae sigue aislándose de manera significativa en los 
hospitales. Los primeros estudios en los que se describía la existencia de enterobacterias 
productoras de BLEE eran frecuentemente debidos a brotes epidémicos causados por K. 
pneumoniae. En la actualidad parece constatarse un aumento en su prevalencia en el hospital 
y en la comunidad. El cambio epidemiológico observado en E. coli productor de BLEE en 
relación al tipo de enzimas y estructura poblacional podría también haberse producido en K. 
pneumoniae. En esta Tesis se incluyeron los aislados de K. pneumoniae procedentes de la 
colección del Servicio de Microbiología del Hospital Ramón y Cajal obtenidos entre los años 
2001 y 2006 y se compararon con los estudiados previamente entre 1989 y 2000 (Coque y 
cols., 2002; Valverde y cols., 2008a). 
 
2.1 Aislados, pacientes y origen de las muestras 
El primer aislado de K. pneumoniae productor de BLEE se detectó en nuestro hospital en 
1989. Desde entonces se ha producido un aumento en la detección de estos aislados desde el 
periodo 1989-2000 (n=159; 13,2/año) hasta 2001-2006 (n=180; 30,0/año), siendo este 
incremento paralelo al del número total de aislados de K. pneumoniae identificados en nuestro 
laboratorio (Tabla 18). Este aumento en la identificación de K. pneumoniae ocurrió tras la 
centralización de los análisis microbiológicos del Área Sanitaria 4 de la Comunidad de 
Madrid en el Servicio de Microbiología del Hospital Ramón y Cajal, lo que conllevó un 
aumento considerable del número de muestras procesadas. 
El porcentaje de K. pneumoniae productor de BLEE varió entre 0,4% y 18,2% (4,8% 
de media) durante el periodo 1989-2000 y entre 2,5% y 4,7% en el periodo 2001-2006 (3,4% 
de media). El valor más alto (18,1%) fue registrado en 1998 coincidiendo con un brote en la 
UCI de cardiopediatría. 
Paralelamente, el número de pacientes con aislados de K. pneumoniae productores de 
BLEE por año se incrementó entre los periodos de 1989-2000 (n=58 pacientes; 5,3/año) y 
2001-2006 (n=124; 20,6/año) (Tabla 18). 
Los pacientes estudiados en 1989-2000 procedieron de diversas UCIs (n=24; 41,0%), 
Unidades Quirúrgicas (n=21; 36,0%), Unidades Médicas (n=9; 16,0%) y extrahospitalarios 
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(n=4; 7,0%). En el período 2001-2006 los pacientes pertenecieron a Unidades Médicas 
(32,3%; n=40), Unidades Quirúrgicas (21,8%; n=27), UCIs (19,3%; n=24) y 
extrahospitalarios (26,6%; n=33). Estos datos se muestran en la figura 20 y en la tabla 18. Se 
observó un aumento significativo en el número de pacientes procedentes de Áreas Médicas 
(p=0,017), Áreas Quirúrgicas (p=0,039) y en los pacientes extrahospitalarios (p=0,002) y una 
disminución significativa de los pacientes procedentes de UCIs (p=0,0016) cuando se 
comparan ambos periodos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Distribución de pacientes con aislados de K. pneumoniae productores de 
BLEE en diferentes áreas de hospitalización y en el medio extrahospitalario. 
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Tabla 18. Distribución de los aislados clínicos de K. pneumoniae productores de BLEE identificados en 
el Hospital Universitario Ramón y Cajal desde su primera detección en 1989 y pacientes infectados o 
colonizados con estos aislados en diferentes áreas. 
Aislados K. pneumoniae  
Pacientes infectados o colonizados con  K. pneumoniae 
productor de BLEE  Año 
Totales con BLEE (%) UCI Quirúrgicos Médicos Extrahospitalarios 
1989 258 1 (0,4) 1 0 0 0 
1990 269 7 (2,6) 2 2 0 1 
1991 315 8 (2,5) 4 0 1 0 
1992 302 11(3,6) 5 1 0 0 
1993 240 3 (1,2) 2 0 1 0 
1994 252 1 (0,4) 0 0 0 1 
1995 317 4 (1,3) 3 0 0 0 
1996 240 2 (0,8) 0 0 2 0 
1997 289 35 (12,1) 7 0 1 0 
1998 336 61 (18,1) 6 1 4 0 
1999 364 7 (1,9) 1 0 5 0 
2000 450 19 (4,2) 3 1 1 2 
2001 488 23 (4,7) 4 3 4 1 
2002 715 18 (2,5) 5 2 2 4 
2003 798 25 (3,1) 4 5 4 6 
2004 948 27 (2,8) 2 1 6 8 
2005 720 22 (3,0) 2 6 3 6 
2006   1384 63 (4,5) 7 10 21 8 
TOTAL 8685 337 (3,8) 58 32 55 37 
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Los 62 aislados estudiados en el periodo 1989-2000 se obtuvieron de muestras 
respiratorias (n=22; 35,5%), orinas (n=14; 22,6%), sangre (n=11; 17,7%), torundas rectales 
(n=5; 8,1%), heridas (n=4; 6,5%), catéteres (n=3; 4,8%) y otros (n=3; 4,8%). Los 124 aislados 
estudiados durante el periodo 2001-2006 se recogieron de los siguientes tipos de muestras: 
orinas (n=59; 47,6%), respiratorias (n=23; 18,5%), sangre (n=14; 11,3%), heridas (n=13; 
10,5%), torundas rectales (n=8; 6,5%), catéteres (n=3; 2,4%), líquido orgánico (n=2; 1,6%), 
bilis (n=1; 0,8%), exudado (n=1; 0,8%). 
Las muestras de orinas con K. pneumoniae productores de BLEE aumentaron 
significativamente (p=0,0007) (14/62 vs 59/124) del periodo 1989-2000 y el 2001-2006 y se 
observó un descenso no significativo en las muestras procedentes del tracto respiratorio 
(22/62 vs 23/124) cuando se comparan los periodos 1989-2000 y el 2001-2006. 
 
2.2. Caracterización de BLEE  
Se observó un aumento en el número de aislados productores del periodo 1989-2000 (n=62) a 
2001-2005 (n=78). La distribución de los diferentes grupos de BLEE en los dos periodos de 
estudio fue similar: tipo SHV (40,3% vs 41,0%); tipo TEM (27,4% vs 24,4%); tipo CTX-M 
(32,3% vs 34,6%). Las distintas variantes identificadas en 1989-2000 fueron: 25 SHV (12 
SHV-2a, 12 SHV-2 y 1 SHV-5); 17 TEM-4; 20 CTX-M (19 CTX-M-10 y 1 CTX-M-9) 
(Coque y cols., 2002). En el periodo 2001-2005 las BLEE caracterizadas fueron 32 SHV ( 20 
SHV-12, 7 SHV-2, 3 SHV-11 y 2 SHV-5); 27 CTX-M (13 CTX-M-15, 9 CTX-M-10, 4 CTX-
M-14 y 1 CTX-M-9) y 19 TEM (15 TEM-4, 1 TEM-24, 1 TEM-52, 1 TEM-110 y 1 TEM-
133) (Tabla 19 y Figura 21). 
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Sin embargo, durante el periodo 2001-2005 se observó un aumento en la diversidad de 
BLEE, debido principalmente a la aparición de enzimas no detectadas con anterioridad en 
aislados de K. pneumoniae en nuestra área geográfica, como es el caso de las variantes de 
TEM (-24, -52, -110, -133), SHV (-11, -12) y CTX-M (-14, -15). También se observó la 
persistencia de enzimas identificadas previamente como TEM-4, SHV-2, CTX-M-9 y CTX-
M-10. Algunos de los tipos presentes en el periodo 1989-2000, como SHV-2a, no se 
detectaron en el segundo periodo (Figura 22). 
Cabe destacar la aparición de enzimas CTX-M-15, ampliamente diseminadas en 
distintas especies de enterobacterias y en diferentes países, en el año 2002 (n=2) y su aumento 
durante el año 2004-05 (n=11), asociada mayoritariamente a aislados hospitalarios. También 
es reseñable que durante el periodo 2002-2005 muy pocos aislados son productores de 
enzimas del grupo CTX-M-9, siendo las únicas variantes encontradas CTX-M-9 (n=1) y 
CTX-M-14 (n=4). Este dato contrasta con la situación descrita en E. coli donde estas variantes 
son mayoritarias. 
Figura 21  Distribución de los distintos tipos de BLEE obtenidos de aislados de K. pneumoniae 
en los periodos 1989-2000 y 2001-2005.  
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2.3. Estructura poblacional  
2.3.1 PFGE 
En el periodo 1989-2000 se caracterizaron 31 pulsotipos, identificándose solamente un clon 
epidémico productor de TEM-4 responsable de un brote en la UCI de cardiopediatría durante 
1997 y 1998 (Coque y cols., 2002). En los años 2002-2005 se caracterizaron 42 clones 
diferentes y se identificaron algunos clones epidémicos asociados con TEM-4, SHV-12 y 
CTX-M-15 (Tabla 19).  
En 1989-2000, TEM-4 se identificó principalmente en clones de pacientes ingresados 
en la UCI de cardiopediatría y uno de ellos fue causante de un brote durante 1997 y 1998 
(Asensio y cols., 2000; Coque y cols., 2002). En 2001-2005, la mayoría de los aislados de 
TEM-4 (86,6%; 13/15) presentaron el mismo patrón de PFGE (Kp41T), no relacionado con 
ninguno de los descritos en el periodo anterior. El clon Kp41T fue identificado en su mayoría 
en pacientes extrahospitalarios (69,2%; 9/13) y en menor medida de pacientes ingresados en 
UCIs (15,4%; 2/13) y de pacientes de áreas médicas (15,4%; 2/13).  
Figura 22. Distribución de BLEE y clones de K. pneumoniae durante el periodo 1989-2005. 
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El 55,0% (11/20) de los aislados productores de SHV-12 presentaron el mismo perfil 
de PFGE (Kp49S) identificado desde 2001 a 2003 en diferentes áreas del hospital (UCIs y 
médicas, 45,4%; 5/11, ambas; y quirúrgicas 9,1%; 1/11). 
La mayoría de los aislados productores de CTX-M-15 (69,2%; 9 /13) mostraron un 
mismo patrón de PFGE (Kp47C). Una gran parte de ellos fueron identificados en pacientes 
hospitalizados en distintas Áreas Quirúrgicas y UCIs (22,2%; 2/9 ambas), Áreas Médicas 
(44,5%; 4/9) y sólo un aislado fue identificado en un paciente extrahospitalario (11,1%; 1/9) 
(Tabla 19).  
 
2.3.2 Grupos filogenéticos 
Los clones de K. pneumoniae productores de BLEE aislados entre 1989 y 2005 correspondían 
al grupo filogenético KpI (75,6%), seguido del grupo KpIII (19,2%) y del grupo KpII (1,3%). 
El 86,0% de los aislados del grupo KpIII fueron productores de CTX-M-10. Se estableció una 
clara asociación entre los aislados pertenecientes al grupo KpIII y la presencia de la beta-
lactamasa cromosómica LEN (Tabla 20). 
 
 
 
2.3.3 MLST 
Los resultados del análisis por MLST correspondientes a los 40 aislados de K. pneumoniae 
productores de las BLEE más prevalentes encontradas en este estudio (SHV-12, TEM-4, 
CTX-M-15 y CTX-M-10) con distinto perfil de PFGE se encuentran representados en la 
figura 23 y la tabla 21. 
Tabla 20. Asociación de tipos de BLEE y grupos filogenéticos en aislados de K. pneumoniae 
Filogrupo Nº aislados (%) Tipo de BLEE (nº de clones) 
       TEM SHV CTX-M 
     KpI  59 (75,6) TEM-4 (8) 
TEM-52 (1) 
TEM-110 (1) 
TEM-133 (1) 
 
SHV-2 (13) 
SHV-2a (4) 
SHV-5 (3) 
SHV-11 (2) 
SHV-12 (9) 
CTX-M-9 (1) 
CTX-M-14 (2) 
CTX-M-10 (9) 
CTX-M-15 (5) 
     KpII 1 (1,3) - - CTX-M-9 (1) 
     KpIII 15 (19,2) TEM-4 (1*) SHV-2 (1) CTX-M-10 (13*) 
 
     ND 3 (3,9) TEM-24 (1) 
 
SHV-2 (1) 
 
CTX-M-14 (1) 
ND. No determinado * positivos para el gen de la β-lactamasa cromosómica LEN 
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Los datos obtenidos muestran que existe una gran diversidad entre los aislados 
estudiados, no encontrándose ninguna asociación entre ST y BLEE. Determinadas ST fueron 
identificadas en distintos aislados productores de la misma o de distinta BLEE. Dentro de los 
19 aislados productores de CTX-M-10, tres de ellos se asociaron con ST20, otros tres con 
ST388 y finalmente dos aislados se agrupaban en ST347. De los siete aislados productores de 
TEM-4, tres se asociaron a ST14 y el resto con diferentes ST. Dentro ST14 también se 
incluye un aislado de SHV-12. Cabe destacar también la presencia de ST15 en un aislado 
productor de CTX-M-15, que pertenece al mismo CC que ST14. Dentro de nuestro estudio se 
incluye la descripción de nuevas ST (ST346, ST347, ST348, ST370, ST371, ST385, ST386, 
ST387, ST388 y ST389), y de nuevos alelos para los genes gap (alelos 41, 45 y 46), infB 
(alelos 46 y 47), mdh (alelos 59 y 60), phoE (alelos 81, 82, 83 y 84) y tonB (alelo 108).  
 
Figura 23. Representación mediante e-BURST de la estructura poblacional de K. pneumoniae utilizando las 
ST relacionadas y no relacionadas de la base de datos de MLST de K. pneumoniae. Las ST caracterizadas en 
este estudio están señaladas con una flecha roja o dentro de un círculo. Los círculos azules representan a los 
fundadores de cada complejo clonal, los círculos rosa corresponden a los subgrupos de un fundador y los 
círculos negros al resto de singletons. La unión entre dos ST representa una única diferencia (single-locus) 
entre ellos. Este diagrama no representa la distancia genética entre ST no relacionadas y los complejos 
clonales. 
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ST BLEE Pulsotipo Filogrupo Año Muestra gapA infB mdh pgi phoE rpoB tonB 
             ST13 CTX-M-15 
 
Kp89C KpI 2005 Orina 2 3 1 1 10 1 19 
ST13 CTX-M-10 
 
Kp12C KpI 1990 Broncoaspirado 2 3 1 1 10 1 19 
ST13 TEM-4 
 
Kp6T KpI 1997 Sangre 2 3 1 1 10 1 19 
ST14 SHV-12 
 
Kp76S KpI 2004 Orina 1 6 1 1 1 1 1 
ST14 TEM-4 
 
Kp8T KpI 1995 Esputo 1 6 1 1 1 1 1 
ST14 TEM-4 
 
Kp20T KpI 1997 Broncoaspirado 1 6 1 1 1 1 1 
ST14 TEM-4 
 
Kp27T KpI 1999 Broncoaspirado 1 6 1 1 1 1 1 
ST15 CTX-M-15 
 
Kp67C KpI 2002 Orina 1 1 1 1 1 1 1 
ST16 CTX-M-15 
 
Kp47C KpI 2004 Orina 2 1 2 1 4 4 4 
ST16 CTX-M-15 
 
Kp66C KpI 2004 Orina 2 1 2 1 4 4 4 
ST20 CTX-M-10 
 
Kp52C KpI 2001 Esputo 2 3 1 1 4 4 4 
ST20 CTX-M-10 
 
Kp32aC KpI 2000 Orina 2 3 1 1 4 4 4 
ST20 CTX-M-10 
 
Kp32C KpI 2000 Orina 2 3 1 1 4 4 4 
ST23 CTX-M-10 
 
Kp36C KpI 2000 Orina 2 1 1 1 9 4 12 
ST29 TEM-4 
 
Kp70T KpI 2004 Herida 2 3 2 2 6 4 4 
ST34 CTX-M-10 
 
Kp54C KpI 2003 Respiratoria 2 3 6 1 9 7 4 
ST37 SHV-12 
 
Kp63S KpI 2003 Catéter 2 9 2 1 13 1 16 
ST37 TEM-4 Kp41T KpI 2001 Broncoaspirado 2 9 2 1 13 1 16 
ST39 SHV-12 
 
Kp50S KpI 2003 Orina 2 1 2 4 9 1 14 
ST39 SHV-12 
 
Kp84S KpI 2005 Orina 2 1 2 4 9 1 14 
ST101 SHV-12 
 
Kp83S KpI 2005 Sangre 2 6 1 5 4 1 6 
ST111 CTX-M-10 
 
Kp4C KpI 1993 Sangre 2 1 5 1 17 4 42 
ST134 CTX-M-15 
 
Kp88C KpI 2005 Torunda rectal 3 1 2 1 1 1 4 
ST318 CTX-M-10 
 
Kp30C KpIII 1999 Orina 16 24 21 31 68 22 67 
ST346 SHV-12 
 
Kp81S KpI 2005 Torunda rectal 2 20 1 1 26 1 4 
ST346 SHV-12 
 
Kp77S KpI 2004 Herida 2 20 1 1 26 1 4 
ST347 CTX-M-10 
 
Kp15C KpIII 1993 Sangre 16 24 21 27 47 22 67 
ST347 CTX-M-10 
 
Kp4aC KpIII 1998 Orina 16 24 21 27 47 22 67 
ST348 TEM-4 
 
Kp78T KpI 2005 Orina 2 1 20 1 12 15 16 
ST370 SHV-12 
 
Kp75S KpI 2004 Herida 41 47 1 14 1 1 12 
ST371 CTX-M-10 
 
Kp39C KpI 1996 Orina 2 46 1 1 9 1 18 
ST385 SHV-12 
 
Kp49S KpI 2002 Torunda rectal 2 20 1 1 4 1 4 
ST386 CTX-M-10 
 
Kp22C KpIII 1997 Esputo 16 18 43 31 42 22 45 
ST387 CTX-M-10 
 
Kp87C KpIII 2005 Respiratoria 45 18 21 49 26 22 108 
ST388 CTX-M-10 
 
Kp26C KpIII 1998 Esputo 16 24 59 27 29 22 105 
ST388 CTX-M-10 
 
Kp26aC KpIII 1999 Broncoaspirado 16 24 59 27 29 22 105 
ST388 CTX-M-10 
 
Kp53C KpIII 2003 Sangre 16 24 59 27 29 22 105 
ST389 CTX-M-10 
 
Kp55C KpIII 2003 Orina 46 18 21 27 81 22 105 
ST390 CTX-M-10 
 
Kp13C KpIII 1991 Heces 45 18 21 49 82 22 108 
ST415 CTX-M-10 
 
Kp51C KpIII 2001 Sangre 45 24 21 27 84 22 67 
ST: secuencia tipo. 
Tabla 21. Resultados del análisis mediante MLST de aislados representativos de K. pneumoniae productor de 
BLEE. 
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2.4. Caracterización de los plásmidos 
Los genes blaBLEE se transfirieron por conjugación en el 81,0% (28/35) de los aislados 
estudiados en el periodo 1989-2000 (Coque y cols., 2002) y en el 87,0% (68/78) de los 
aislados obtenidos en los años 2001 y 2005. El análisis de los patrones de restricción mostró 
la presencia de plásmidos epidémicos asociados a la producción de TEM-4, SHV-12, CTX-
M-10 y CTX-M-15 (Tabla 19). 
Se identificaron dos plásmidos portadores de blaTEM-4; pRYCE11 (85 Kb) observado 
en dos clones (Kp41T y Kp70T) identificados entre 2002 y 2004 mayoritariamente en el 
ámbito extrahospitalario (n=9) y que presentaba un perfil de restricción idéntico al plásmido 
asociado con un brote en la UCI de Cardiopediatría de nuestro hospital que perduró desde 
1995 hasta 1999 (Coque y cols., 2002); y el plásmido pRYCE26 (60 Kb) que sólo se encontró 
en los clones Kp41T desde 2001 a 2002. 
Los plásmidos portadores de blaSHV-12 se clasificaron en cuatro perfiles diferentes 
(pRYCE28, pRYCE32, pRYCE33 y pRYCE38). El plásmido pRYCE28 (60 Kb) 
caracterizado en el clon Kp49S, fue identificado en aislados de diferentes Áreas del hospital  
(UCIs, n=5; Médicas n=5; y Quirúrgicas n=1) desde 2001 hasta 2003. El plásmido pRYCE38 
(40 Kb) se encontró tanto en un aislado productor de SHV-12 (clon Kp63S) como en dos 
clones distintos de SHV-2 (Kp58S y Kp59S) todos ellos en Áreas Quirúrgicas en los años 
2002 y 2003. El plásmido pRYCE32 se asoció al clon Kp76S de un paciente extrahospitalario 
y finalemente, el plásmido pRYCE33 se detectó en el clon Kp75S aislado de un paciente del 
Área Quirúrgica. 
En el periodo 1989-2000, los plásmidos portadores de blaCTX-M-10 (n=8) presentaron 
distintos patrones de restricción, sin que existiera ningún perfil mayoritario (Coque y cols., 
2002). En el periodo 2000-2005, los plásmidos portadores de blaCTX-M-10 se clasificaron en 3 
perfiles de restricción distintos (pRYCE29, pRYCE30 y pRYCE31). El plásmido pRYCE30 
(40 Kb) se identificó en tres clones (Kp52C, Kp53C y Kp54C), aislados desde 2001 a 2003 en 
diferentes Áreas (UCI, n=1; Médicas, n=1; y extrahospitalario, n=1). 
El gen blaCTX-M-15 fue siempre localizado en un plásmido de 180 Kb (pRYCE34), 
aislado desde 2002 hasta 2004 en distintas Áreas, en su mayoría hospitalarias (UCIs, n=2; 
Médicas, n=4; Quirúrgicas, n=1; extrahospitalario, n=1).  
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2.5 Sensibilidad a antibióticos no beta-lactámicos  
El cálculo de los porcentajes de sensibilidad se realizó considerando sólo un aislado por cada 
clon o más de uno si presentaba distintos fenotipos. Los patrones de sensibilidad a 
antibióticos no beta-lactámicos revelaron un aumento significativo de las resistencias a 
trimetoprim (15,6% vs 35,6%; p=0,04) y a ácido nalidíxico (12,5% vs 42,4%; p=0,003) 
comparando ambos periodos. Por el contrario, las resistencias a gentamicina (56,2% vs 
39,0%) y tobramicina (56,2% vs 42,2%) descendieron durante 2001-2005, aunque sin 
significancia estadística (Figura 24).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estos resultados están asociados a los distintos tipos de BLEE descritos (Coque y 
cols., 2002; Tabla 19). Los aislados productores de enzimas tipo TEM de ambos periodos 
mostraron unas altas tasas de resistencia a gentamicina (94,4%) y tobramicina (88,8%), la 
resistencia a gentamicina fue transferible en la mayoría de los casos (66,6%). 
Figura 24. Porcentaje de aislados de K. pneumoniae productor de BLEE resistentes a diferentes 
antimicrobianos. Cl: cloranfenicol; Cp: ciprofloxacino; Gm: gentamicina; Km: kanamicina; Na: 
ácido nalidíxico; Ne: netilmicina; Sm: estreptomicina; Sp: espectinomicina; Su: sulfonamidas. Tb: 
tobramicina; Te: tetraciclina; Tp: trimetoprim.  
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En cuanto a los aislados productores de SHV, los aislados productores de SHV-2 y 
SHV-2a presentaron resistencia a gentamicina (75,0%), kanamicina (65,0%), tobramicina 
(60,0%) y sulfonamidas (70,0%), siendo transferible la resistencia a gentamicina (82,3%), 
tobramicina (52,9%) y kanamicina (29,4%). Los aislados productores de SHV-12 descritos en 
2001-2005 fueron resistentes en su mayoría a trimetroprim y sulfonamidas (72,7%, ambos).  
El 90,0% de los aislados productores de CTX-M-10 de ambos periodos fueron 
sensibles a todos los antibióticos no beta-lactámicos estudiados. 
Los aislados productores de CTX-M-15 fueron mayoritariamente resistentes al ácido 
nalidíxico (92,3%) y a kanamicina (84,6%). 
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3. EPIDEMIOLOGÍA MOLECULAR DE AISLADOS PRODUCTORES DE CTX-M-2, 
CTX-M-14 Y SHV-12 
 
El estudio de la epidemiología molecular de los microorganismos productores de las BLEE y 
de sus entornos genéticos se centró en aquellos asociados a dos de las enzimas más 
prevalentes en nuestro medio, CTX-M-14 y SHV-12, con el objetivo de aumentar su 
conocimiento, en particular las posibles causas asociadas a su rápida diseminación. 
Asimismo, a pesar de que en nuestro país su prevalencia es muy baja, se analizó a nivel 
molecular el único aislado productor de CTX-M-2 encontrado en nuestro hospital, debido a su 
origen comunitario y a las relaciones de España con países de Sudamérica dónde CTX-M-2 es 
una de las BLEE prevalentes. 
 
3.1 CTX-M-2 
3.1.1 Características del aislado productor de CTX-M-2 
El aislado de E. coli productor de CTX-M-2 (VS27C), se obtuvo de una muestra de heces de 
un voluntario sano en el estudio llevado a cabo en el año 2003 (ver tabla 12). Los ensayos de 
conjugación tanto en medio sólido como líquido fueron negativos. El perfil de plásmidos en la 
cepa salvaje, obtenido mediante el método Kado y Liu, determinó la presencia de tres 
plásmidos de 70, 40 y 5 Kb y otros tres menores de 3 Kb.  
 
3.1.2 Caracterización del entorno genético del gen blaCTX-M-2 
Los experimentos de PCR solapante y la posterior secuenciación de los amplicones obtenidos, 
identificaron la presencia del gen blaCTX-M-2 en un elemento de 15.882 pb, correspondiente a 
un transposón defectivo derivado de la familia de Tn402, que se denominó In117 (GenBank 
DQ125241) (Figura 25). 
La región del segmento conservado 5’CS1 incluye una copia de la integrasa intI1 con 
un promotor Pc idéntico al que se encuentra en el In1 del plásmido R46 (GenBank 
AY046276) formado por los hexámeros TGGACA (posición -35) y TAAACT (posición -10) 
separados por 17 pb. (Partridge y cols., 2001a). Los cambios en las secuencias de las 
posiciones -35 y -10 del promotor Pc dan lugar a promotores fuertes, intermedios o débiles 
debido a las variaciones en la expresión de los niveles de resistencia de los casetes de genes 
(Collis y cols., 1995). El promotor de In1 tiene un carácter intermedio (Lévesque y cols., 
1994) y, aunque su descripción es menos frecuente que otros promotores Pc fuertes o débiles, 
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se ha encontrado en integrones específicos de clase 1. Entre los segmentos conservados 5’CS1 
y 3’CS1 se identificó en la zona variable los casetes de genes estX-aadA1 (Figura 25). El gen 
estX, que confiere resistencia a estreptotricina, mostró una identidad a nivel de aminoácidos 
del 90% con sat-1 del Tn1825. El gen estX presenta un 40,0% de homología con proteínas 
anotadas como hipotéticas estearasas o hidrolasas.  
La región de 5.585 pb entre los segmentos conservados 3’CS1 y 3’CS2, que incluye 
los genes correspondientes a ISCR1 y blaCTX-M-2, mostró una homología del 100% con la 
secuencia de In35 (GenBank AY079169), un elemento genético similar asociado a blaCTX-M-2 
y prevalente en Sudamérica (Figura 25). La secuencia de 6.900 pb a partir de 3’CS2, que 
incluye a qacEΔ1, sul1 y orf5 seguidos de IS1326 (perteneciente a la familia de IS21) y el 
módulo de transposición truncado (tniBΔ1-tniA) del Tn402, era idéntica a la del integrón de 
clase 1 In0 (U42226). La secuencia repetida e inversa (IR) y el gen de la transposasa del Tn21 
tnpR que se encuentran corriente arriba de la integrasa intI1, no se detectaron en este caso. Por 
el contrario, se identificó la presencia del operón mer de Tn21 corriente abajo de tniA (Figura 
25). 
 
 
 
 
Figura 25. Representación esquemática del elemento In117 (GenBank DQ125241) que contiene a blaCTX-M-2. Las 
barras verticales simbolizan las secuencias repetidas e inversas del integrón (gris) y de Tn21 (negro). Los círculos 
representan los elementos de 59 pb de los casetes de genes. Los números de acceso de GenBank se encuentran 
entre paréntesis. 
orf5estX aadA1 qacEΔ1 sul1 ISCR1 blaCTX-M-2 Orf3:qacEΔ1sul1 IS1326 tniBΔ1 tniA E D           A         C  P  T  RIntI1tnpM tnpRtnpA
3’CS25’CS1 operon mer 213’CS1casetesMódulo transposición
Tn21 Tn402 Tn21
100% Homología con In35 (AY079069) 100% Homología con Tn21 (AF071413)
100% Homología con In0 (U42226)
                                                                                                                                    Resultados 
98 
3.2. CTX-M-14 
3.2.1 Aislados, pacientes y origen de las muestras  
Se analizaron 61 aislados de E. coli productores de CTX-M-14, pertenecientes a 56 
individuos, obtenidos entre 2001 y 2005. Los aislados pertenecen a los estudios de portadores 
fecales, muestras de voluntarios sanos, convivientes y aislados clínicos de E. coli (Tabla 22). 
 
a. Los pacientes extrahospitalarios incluyen aquellos procedentes de urgencias y de atención primaria . MLST: 
Multilocus Sequence Typing. ST: Secuencia Tipo. fumC: alelos correspondientes al gen de la fumarato hidratasa. 
Tabla 22. Características epidemiológicas de los aislados de E. coli productores de CTX-M-14 identificados 
en 2001-2005. 
 
Muestras 
(nº aislados) 
Filogrupo 
(nºaislados) 
Áreas 
(nº aislados) 
Origen  
(nº aislados) 
MLST (nº aislados) 
Clínicas 
(n=42) A (n=13) Médica (n=4) Orina (n=3) 
CC10 (n=1; ST617), CC23 (n=2; 1 
ST90, 1 ST88) 
   Sangre (n=1) CC168 (n=1; ST93) 
  Extrahospitalarios (n=9)a Orina (n=9) 
CC10 (n=3; 2 ST617, 1 ST167), 
CC350 (n=1; ST350), CC155 (n=1; 
ST155), ST1014 (n=1) 
 B1 (n=14) Médica (n=3) Orina (n=3) ST359 (n=2)  
  UCI (n=1) Orina (n=1) CC155 (n=1; ST1015) 
  Quirúrgica (n=1) Herida (n=1) CC155 (n=1; ST1016) 
  Extrahospitalarios (n=9) Orina (n=9) ST359 (n=5), CC155 (n=2; 1 ST58, 1 ST1017) 
 D (n=15) Médica (n=4) Orina (n=4) ST117 (n=1), fumC4 (n=1), fumC31 (n=2) 
  UCI (n=1) Orina (n=1)  
  Extrahospitalarios (n=10) Orina (n=9) 
CC31 (n=1; ST393), ST770 (n=1), 
ST1019 (n=1), fumC4 (n=2), 
fumC31 (n=1), fumC40 (n=1), 
fumC45 (n=2) 
   Herida (n=1) ST624 (n=1)  
Fecales 
(n=19) A (n=9) Médica (n=1)  CC10 (n=1; ST10) 
  Extrahospitalarios (n=8)  CC10 (n=6; 4 ST10, 1 ST48, 1 ST167), CC168 (n=1; ST93) 
 B1 (n=4) Médica (n=1)   
  Extrahospitalarios (n=3)  CC155 (n=1; ST1018) 
 D (n=6) Extrahospitalarios (n=6)  
CC69 (n=1; ST106), CC59 (n=1; 
ST59), fumC31 (n=1), fumC32 
(n=1), fumC39 (n=1), fumC40 (n=1) 
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La mayoría de estos aislados procedía de individuos de la comunidad (n=40; 71,4%) 
incluyendo 2 voluntarios sanos, 3 convivientes de pacientes con infecciones urinarias y 35 
pacientes ambulatorios. Los pacientes hospitalarios procedieron de Áreas Médicas (n=13; 
23,2%), UCIs (n=2; 3,6%) y Quirúrgicas (n=1; 1,8%). 
El origen de la muestras fue el siguiente: orinas (n= 39; 64,0%), heces (n=19; 31,1%), heridas 
(n=2; 3,3%), sangre (n=1; 1,6%). 
 
3.2.2 Estructura poblacional  
Los 61 aislados de E. coli estudiados se clasificaron en 60 pulsotipos distintos, 
correspondientes a los grupos filogenéticos A (36,1%; 22/61), D (34,4%; 21/61) y B1 (29,5%; 
18/61). La mayoría de las cepas pertenecientes al filogrupo A se asignaron al complejo clonal 
ST10 (61,1%; 12/18); y esporádicamente a ST168 y ST23 (11,1%; 2/18, ambos). Los aislados 
del grupo B1 se clasificaron dentro de la secuencia tipo ST359 (58,3%; 7/12) y ST155 
(50,0%; 6/12). El análisis de las secuencias del gen fumC de los aislados del filogrupo D 
mostró una gran diversidad (alelos 4, 31, 32, 39, 40, 45). Solamente una de las cepas 
estudiadas del grupo D perteneció al complejo clonal ST69 (ST106) (Tabla 22 y Figura 26). 
 
3.2.3 Sensibilidad a antibióticos no beta-lactámicos  
Los aislados de E. coli productores de CTX-M-14 presentaron altos porcentajes de resistencia 
al ácido nalidíxico, (73,8%; 45/61), tetraciclina (74,1%; 44/61), sulfonamidas (60,6%; 37/61), 
trimetoprim (59%; 36/61) y estreptomicina  (57,3%; 35/61), y de manera menos frecuente a 
cloranfenicol (36,1%; 22/61), ciprofloxacino (21,3%; 13/61), espectinomicina (19,7%; 12/61), 
tobramicina (9,8%; 6/61) gentamicina, amicacina y apramicina (8,2% cada una; 5/61). 
Algunos aislados de los filogrupos A (n=6), B1 (n=5) y D (n=7) presentaron el perfil de 
multiresistencia ampicilina - cloranfenicol - estreptomicina - sulfonamidas - tetraciclina - 
trimetoprim que se ha asociado recientemente con una isla genética que incluye genes de 
resistencia y factores de virulencia, presente en determinados clones uropatogénicos de E. coli 
(Lescat y cols., 2009). Es interesante reseñar que los aislados de los grupos A y D con este 
perfil también eran resistentes a fluoroquinolonas. 
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3.2.4 Caracterización de los plásmidos  
El gen blaCTX-M-14 fue transferido por conjugación en el 75,4% de los aislados. Los plásmidos 
estudiados (n=39) se clasificaron en los grupos de incompatibilidad IncI y/o IncK (94,9%; 
37/39) y en menor medida con el grupo IncHI2 (5,1%; 2/39).  
 
Plásmidos del complejo IncI 
Los 37 plásmidos caracterizados dentro del complejo IncI, se amplificaron con cebadores 
específicos del esquema de tipado de replicones por PCR  tanto para el grupo IncI como IncK, 
e hibridaron con sondas específicas de las secuencias inc de estos grupos (Tabla 23). 
Veintisiete de estos plásmidos presentaron un tamaño similar (80-90 Kb) y se clasificaron en 
Figura 26. Representación mediante e-BURST de la estructura poblacional de E. coli productor de CTX-M-
14 utilizando todas las ST incluídas en la base de datos de MLST de E. coli. Las ST caracterizadas en este 
estudio están señaladas con una flecha roja o dentro de un círculo. Los círculos azules representan a los 
fundadores de cada complejo clonal, los círculos rosa corresponden a los subgrupos de un fundador y los 
círculos negros al resto de singletons. La unión entre dos ST representa una única diferencia (single-locus) 
entre ellos. Este diagrama no representa la distancia genética entre ST no relacionadas y los complejos 
clonales. 
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cuatro tipos, en base al perfil de ADN digerido con EcoRI, PstI y HpaI. Tres de ellos 
(pRYC105, pRYC108 y pRYC109) presentaron un perfil muy similar con 1-3 bandas de 
diferencia. El análisis de las secuencias de ADN correspondientes a las moléculas de ARN 
antisentido implicadas en el control de la replicación, las replicasas y las relaxasas se 
muestran en las figuras 27-30. 
 
El plásmido pRYC105 fue la variante predominante detectada desde el año 2000 al 
2005 en pacientes hospitalarios, pacientes ambulatorios, y en voluntarios sanos. El análisis de 
secuencias obtenidas con los cebadores específicos de los plásmidos del grupo IncK de los 
plásmidos pRYC105, pRYC108 y pRYC109 mostraron homología con inc_R387, 
RepA_pSERB1/R387 y con NikB_pSERB1 (GenBank M93063 y AY686591) y se 
clasificaron como plásmidos del grupo IncK. La región de replicación completa (1,2 Kb) que 
incluye los genes inc, repY, repA/Z y ori, se secuenció en distintos aislados con el plásmido 
pRYC105 y presentó una identidad a nivel de nucleótidos del 99,0% con R387. El análisis de 
las secuencias correspondientes a los amplicones obtenidos con los cebadores específicos de 
IncI, presentaron una identidad del 99-100% con las regiones ARNi de los plásmidos 
pTN38148, pSL476_91, pCVM29188 (GenBank NC_011514, NC_011077 y CP01118, 
respectivamente) que pertenecen al grupo IncI. La hibridación de geles de ADN plasmídico 
digerido con PstI con sondas de productos de PCR de inc_R387/ pSERB1 e inc_pSL476_91 
se produjo en una única banda. Aunque han sido documentadas hibridaciones cruzadas 
cuando se utilizan este tipo de sondas de IncK e IncI1, en los casos analizados, la presencia de 
dos secuencias correspondientes a las regiones inc de los plásmidos de los grupos IncK 
(99,0% homología con R387) e IncI (99-100,0% homología con pTN38148, pSL476_91 y 
pCMV29188) sugirió la existencia de dos secuencias inc próximas en el mismo plásmido. 
El plásmido pRyC106, presentó un perfil de restricción de ADN distinto. El análisis de 
las secuencias obtenidas con los cebadores específicos de IncK e IncI, mostró una identidad 
del 100% con inc_pSL476_91, RepA_ pSL476_91 y NikB_pSERB1 (GenBank CP001118, 
AY686591, respectivamente) y puede considerarse como un mosaico dentro del complejo 
IncI.  
A diferencia del perfil de multiresistencia de las cepas salvajes, los transconjugantes 
correspondientes sólo presentaron resistencia a cefalosporinas (Tabla 23). 
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Plásmidos del grupo IncHI2 
El gen blaCTX-M-14 se localizó en un plásmido conjugativo de 290 Kb perteneciente al grupo 
IncHI2 en el 5,1% (2/39) de los plásmidos estudiados (Tabla 23). Las secuencias 
correspondientes al origen de replicación y a la relaxasas mostraron homología con R478, 
considerado el prototipo del grupo IncHI2 (GenBank BX664015.1). 
 
Las secuencias correspondientes a los plásmidos descritos se asignaron con los 
siguientes números de acceso de GenBank: pRYC105, GQ892052; pRYC106, GQ892053; 
pRYC109, GQ892054 y pRYC110 GQ892051. 
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1 9010 20 30 40 50 60 70 80(1)
---------------MAGLKNTPYNAVHWSQLAPEEQIRFWEDYEAGRATTFLVEPERKRTKRRRGEHSTKPKCENPSWYRPERYKALKGR64/ ColIb-P9/ pNF1358 (1)
---------------MAGLKNTSYNAVHWSQLAPEEQIRFWEDYEAGRATTFLVEPERKRTKRRRGEHSTKPKCENPSWYRPERYKALKGpMU707 (1)
---------------MAGLKNTPYNAVHWSQLAPEEQIRFWEDYETGRAISFLVEPERKRTNRRRGEHSTKPKCENPSWYRPARYKALSGpO113 (1)
---------------MAGLKNTPYNAVHWSQLAPEEQIRFWEDYEAGRATTFLVEPERKRTKRRRGEHSTKPKCENPSWYRPARYKALSGpSE11_1 (1)
---------------MAGLKNTPYNAVHWSQLAHEEQIRFWEDYETGRATSFLVEPERKLTNRRRGEHSTKPKCENPSWYRPERYKALSGpETEC_73 (1)
MYKYTAQSLRHKRQLVAGLKNTPYNAVHWSQLAPEEQIRFWEDYEAGRATTFLVEPERKRTKRRRGEHSTKPKCENPSWYRPERYKALSGpSL476_91 (1)
MYKYTAQSLRHKRQLVAGLKNTPYNAVHWSQLAPEEQIRFWEDYEAGRATTFLVEPERKRTKRRRGEHSTKPKCENPSWYRPERYKALSGpCVM29188_101 (1)
---------------MAGLKNTPYNAVHWSQLAPEEQIRFWEDYEAGRATTFLVEPERKRTKRRRGEHSTKPKCENPSWYRPERYKALSGpTN38148 (1)
---------------MAGLKNTPYNAVHWSQLAPEEQIRFWEDYEAGRATTFLVEPERKRTKRRRGEHSTKPKCENPSWYRPERYKALSGpS12 (1)
---------------MAGLKNTSYNAVHWSQLAPEEQIRFWEDYEAGRATTFLVEPERKRTKRRRGEHSTKPKCENPSWYRPERYKALSGR387 (1)
MYKYTAQSLRHKRQLVAGLKNTSYNAVHWSQLAPEEQIRFWEDYEAGRATTFLVEPERKRTKRRRGEHSTKPKCENPSWYRPERYKALSGpSERB1 (1)
               MAGLKNTPYNAVHWSQLAPEEQIRFWEDYEAGRATTFLVEPERKRTKRRRGEHSTKPKCENPSWYRPERYKALSGConsensus (1)
91 180100 110 120 130 140 150 160 170(91)
QLGHAYNRLVKKDPVTGEQSLRMRMSRHPFYVQKRTFVGRKYAFRPEKQRLLDAIWPVLVSFSDAGTHTVGMSVTRLAEEISPKDSEGHVR64/ ColIb-P9/ pNF1358 (76)
QLGHAYNRLVKKDPVTGEQSLRMRMSRHPFYVQKRTFVGRKYAFRPEKQRLLDAIWPVLVSFSDAGTHTVGMSVTRLAEEISPKDSEGHVpMU707 (76)
QLGHAYNRLVKKDPVTGEQSLRMRMSRHPFYVQKRTFVGRKYAFRPEKQCLLDTIWPVLVSFSDAGTHTVGMSVSRLAKEISPKDSKGKVpO113 (76)
QLGHAYHRLVKKDPVTGEQSLRMRMSRHPFYVQKRTFVGRKYAFRPEKQRLLDAIWPVLVSFSDAGTHTVGMSVSRLAKEISPKDSKGKVpSE11_1 (76)
QLGHAYNRLVKKDPVTGEQSLRMHMSLHPFYVQKRTYAGRKYAFRPEKQRLLDAIWPVLVCFSDAGTHTVGMSVSRLAREISPKDSKGKVpETEC_73 (76)
QLGHAYNRLVKKDPVTGEQSLRMHMSLHPFYVQKRTYAGRKYAFRPEKQRLLDAVWPVLVSFSDAGTHTVGMSVSRLAREISPKDSKGKVpSL476_91 (91)
QLGHAYNRLVKKDPVTGEQSLRMHMSLHPFYVQKRTYAGRKYAFRPEKQRLLDAVWPVLVSFSDAGTHTVGMSVSRLAREISPKDSKGKVpCVM29188_101 (91)
QLGHAYNRLVKKDPVTGEQSLRMHMSLHPFYVQKRTYVGRKYAFRPEKQRLLDAVWPVLVSFSDAGTHTVGMSVSRLAREISPKDSKGKVpTN38148 (76)
QLGHAYNRLVKKDPVTGEQSLRMHMSLHPFYVQKRMYAGRKYAFRPEKQRLLDAIWPVLVSFSDAGTHTVGMSVSRLAREISPKDSKGKVpS12 (76)
QLGHAYNRLVKKDPVTGEQSLRMHMSLHPFYVQKRTYAGRKYAFRPEKQRLLDTIWPVLVSFSDAVTHTVGMSVSRLAREISPKDSKGKVR387 (76)
QLGHAYNRLVKKDPVTGEQSLRMHMSLHPFYVQKRTYAGRKYAFRPEKQRLLDTIWPVLVSFSDAVTHTVGMSVSRLAREISPKDSKGKVpSERB1 (91)
QLGHAYNRLVKKDPVTGEQSLRMHMSLHPFYVQKRTYAGRKYAFRPEKQRLLDAIWPVLVSFSDAGTHTVGMSVSRLAREISPKDSKGKVConsensus (91)
181 270190 200 210 220 230 240 250 260(181)
IPELEVTVSRLSRLLAEQVRFGVLGVSEETMWDREHRQRLPRYVWITPAGWQMLGVDMVKLHEQQQKRLRESEIRQQLIREGVLREDEDIR64/ ColIb-P9/ pNF1358 (166)
IPELEVTVSRLSRLLAEQVRFGVLGVSEETMWDREHRQRLPRYVWITPAGWQMLGVDMVKLHEQQQKRLRESEIRQQLIREGVLREDEDIpMU707 (166)
IPELEVTVSRLSRLLAEQVRFGVLGVSEETMWDRETRQRLPRYVWITPAGWQMLGVDMVKLHEQQQKRLRESEIRQQLIREGVLREDEDIpO113 (166)
IPELEVTVSRLSRLLAEQVRFGVLGVSEETMWDRETRQRLPRYVWITPAGWQMLGVDMVKLHEQQQKRLRESEIRQQLIREGVLREDEDIpSE11_1 (166)
IPELEVTVSRLSRLLAEQVRFGVLGVSEETLWDRETRQRLPRYVWITPAGWQMLGVDMVKLHEQQQKRLRESEIRQQLIREGVLREDEDIpETEC_73 (166)
IPELEVTVSRLSRLLAEQVRFGVLGVSDETLWDRETRQRLPRYVWITPAGWQMLGVDMVKLHEQQQKRLRESEIRQQLIREGVLREDEDIpSL476_91 (181)
IPELEVTVSRLSRLLAEQVRFGVLGVSEETLWDRETRQRLPRYVWITPAGWQMLGVDMVKLHEQQQKRLRESEIRQQLIREGVLREDEDIpCVM29188_101 (181)
IPELEVTVSRLSRLLAEQVRFGVLGVSEETLWDRETRQRLPRYVWITPAGWQMLGVDMVKLHEQQQKRLRESEIRQQLIREGVLREDEDIpTN38148 (166)
IPELEVTVSRLSRLLAEQVRFGVLGVSEETLWDRETRQRLPRYVWITPAGWQMLGVDMVKLHEQQQKRLRESEIRQQLIREGVLREDEDIpS12 (166)
IPELEVTVSRLSRLLAEQVRFGVLGVSEETLWDRETRQRLPRYVWITPAGWQMLGVDMVKLHEQQQKRLRESEIRQQLIREGVLREDEDIR387 (166)
IPELEVTVSRLSRLLAEQVRFGVLGVSEETLWDRETRQRLPRYVWITPAGWQMLGVDMVKLHEQQQKRLRESEIRQQLIREGVLREDEDIpSERB1 (181)
IPELEVTVSRLSRLLAEQVRFGVLGVSEETLWDRETRQRLPRYVWITPAGWQMLGVDMVKLHEQQQKRLRESEIRQQLIREGVLREDEDIConsensus (181)
271 358280 290 300 310 320 330 340(271)
SVHAARKRWYLQRSQDALKKRREKAAASKRANRLKKLPVDQQIYEMAEYLRKRLPPDEAYFCSDDHLKRLAIRELRQLELTLAAPPPHR64/ ColIb-P9/ pNF1358 (256)
SVHAARKRWYLQRSQDALKKRREKAAASKRANRLKKLPVDQQIYEMAEYLRKRLPPDEAYFCSDDHLKRLAIRELRQLELTLAAPPPHpMU707 (256)
SVHAARKRWYLQRSQDALKHRRAKAAARKRANRLKKLPADQQIHEMAEYLRKRLPPDEAYFCSDDHLKRLAIRELRQLELTLAAPPPHpO113 (256)
SVHAARKRWYLQRSQDALKHRRAKAAASKRARRLKKLPADQQIYEMAEYLRKRLPPDEAYFCSDDHLKRLAIRELRQLELTLAAPPPHpSE11_1 (256)
SVHAARKRWYLQRSQDALKHRRAKAAASKRARRLKKLPADQQIHEMAEYLRKRLPPDEAYFCSDDHLKRLAIRELRQLELTLAAPPPHpETEC_73 (256)
SVHAARKRWYLQRSQDALKHRRAKAAASKRARRLKKLPADQQIHEMAEYLRKRLPPDEAYFCSDDHLKRMAIRELRQLELTLAAPPPHpSL476_91 (271)
SVHAARKRWYLQRSQDALKHRRAKAAASKRARRLKKLPADQQIHEMAEYLRKRLPPDEAYFCSDDHLKRMAIRELRQLELTLAAPPPHpCVM29188_101 (271)
SVHAARKRWYLQRSQDALKHRRAKAAASKRARRLKKLPADQQIHEMAEYLRKRLPPDEAYFCSDDHLKRMAIRELRQLELTLAAPPPHpTN38148 (256)
SVHAARKRWYLQRSQDALKHRRAKAAASKRARRLKKLPADQQIHEMAEYLRKRLPPDEAYFCSDDHLKRLAIRELRQLELTLAAPPPHpS12 (256)
SVHAARKRWYLQRSQDALKHRRAKAAASKRARRLKKLPADQQIHEMAEYLRKRLPPDEAYFCSDDHLKRLAIRELRQLELTLAAPPPHR387 (256)
SVHAARKRWYLQRSQDALKHRRAKAAASKRARRLKKLPADQQIHEMAEYLRKRLPPDEAYFCSDDHLKRLAIRELRQLELTLAAPPPHpSERB1 (271)
SVHAARKRWYLQRSQDALKHRRAKAAASKRARRLKKLPADQQIHEMAEYLRKRLPPDEAYFCSDDHLKRLAIRELRQLELTLAAPPPHConsensus (271)
A
Figura 27. Alineamiento de las secuencias de proteínas de replicación de los plásmidos IncI e IncK. 
Leyenda de colores: blanco sobre negro, aminoácidos invariantes; negro sobre gris oscuro, aminoácidos 
muy conservados; negro sobre gris claro, aminoácidos similares; gris sobre blanco,  aminoácidos poco 
similares.  
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Figura 28. Filogenia de las replicasas de los plásmidos IncI1 e IncK. El árbol se construyó utilizando el 
programa MEGA versión 3.1 (Kumar y cols., 2004) a partir del alineamiento múltiple de las secuencias de las 
replicasas por el método neighbour-joining, usando el modelo p-distance con delección completa, y 
comprobado por medio de los valores de bootstrap obtenidos a partir de 1000 réplicas. La replicasa del 
plásmido p29930 fue utilizada para enraizar el árbol. Las replicasas de los plásmidos pRYC105, pRYC106, 
pRYC108 y pRYC109 se agrupan con aquellas con las que presentan un 100% de homología mediante llaves. 
Nº acceso GenBank de las replicasas incluidas en el análisis: R64 (NP_863360), ColIb-P9 (NP_052449), 
pNF1358 (AAZ05341), pMU707 (AAA98176), pO113 (YP_308827), pSE11-1 (YP_002296026), pETEC_73 
(YP_001451513), pSL476_91 (YP_002043842), pCVM29188_101 (YP_002039041), pTN38148 
(YP_002302249), pS12 (BAD72945), pSERB1 (AAT94184), pCTX-M3 (NP_775034), pMU407.1 
(AAA87028), pEL60 (NP_943262), p29930 (CAD58558). 
Figura 29. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las relaxasas de los grupos IncI e IncK en 
relación con los plásmidos de CTX-M-14. Colores del alineamiento: rojo sobre amarillo, aminoácidos 
invariantes; azul oscuro sobre azul claro, aminoácidos muy conservados; negro sobre verde, aminoácidos 
similares; verde y negro sobre blanco, aminoácidos poco similares. 
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Figura 30. Filogenia de las relaxasas de los plásmidos IncI e IncK del grupo MOBP12. Esta figura 
contiene una vista expandida del clado MOBP12 (Garcillán-Barcia  y cols., 2009). Árbol realizado por el 
método neighbour-joining utilizando análisis pareado y comprobado por medio de los valores de 
bootstrap obtenidos a partir de 1000 réplicas. El árbol fue construido utilizando el programa MEGA 
versión 3.1 (Kumar y cols., 2004) a partir del alineamiento múltiple de los 300 aminoácidos del extremo 
N-terminal de las relaxasas de varios plásmidos IncI1, IncK y IncL/M. La relaxasa TraI del plásmido 
RP4 IncP1-α fue utilizada para enraizar el árbol. Las ramas de tonos rojos corresponden a las relaxasas de 
plásmidos IncI y las de tonos azules a plásmidos IncK. Las relaxasas amplificadas de los plásmidos 
pRYC105, pRYC106, pRYC108 y pRYC109 se agrupan con aquellas con las que presentan un 100% 
homología mediante llaves. Nº acceso GenBank de las relaxasas de los plásmidos utilizados en la 
filogenia: R64 (BAA78021), pSL476_91(YP_002043909), ColIb-P9 (NP_052501), pNF1358 
(AAZ05365), pSE11-1(BAG80277), pETEC_73 (YP_001451521), pCVM29188_101 (YP_002039113), 
pSC138(YP_209402), pO113 (YP_308733), pSERB1 (AAT94234), pCTX-M3 (AAN87675), pEL60 
(NP_943241), RP4 (CAA38336). 
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3.2.5 Diversidad de las secuencias y plataformas genéticas del gen blaCTX-M-14  
El análisis de las secuencias del gen blaCTX-M-14 permitió identificar variantes designadas 
previamente como “a” (n=59/61) y “b” (n=2/61) (GenBank AF252622 y DQ359215, 
respectivamente). La variante predominante es blaCTX-M-14a y codifica la enzima considerada 
como el progenitor de la familia CTX-M-9, también descrita como CTX-M-18 (Barlow y 
cols., 2008). La variante blaCTX-M-14b ha sido sólo identificada en España y Túnez (Navarro y 
cols., 2007a, Vinué y cols., 2009; GenBank EU274579). Presenta tres cambios de nucleótidos 
(A372G, G570A, G702A) en relación a blaCTX-M-14a, encontrándose los dos últimos cambios 
también en blaCTX-M-9. La variante blaCTX-M-14a se asoció tanto a ISECp1 en plásmidos IncK 
(n=27), como a ISCR1 localizado en plásmidos IncHI2 (n=1) y en plásmidos IncI (n=3). La 
variante blaCTX-M-14b se localizó junto a ISCR1 en un plásmido IncHI2 (n=1) e ISECp1 en un 
plásmido IncK (pRYC109; n=1) (Tabla 22).  
La distancia intergénica entre el gen blaCTX-M-14 e ISECp1 fue de 42 pb, en ambas 
variantes, al igual que sucede con otros genes blaBLEE pertenecientes a la familia de CTX-M-
9, como blaCTX-M-9,-14,-16,-17,-19,-21,-24 y blaToho-2 (GenBank AF174129, AAF72530, AY033516, 
AF454633, AF458080, AJ416346, NC_011617 y D89862; respectivamente). 
En algunos aislados representativos de cada tipo de plásmido también se describió la 
presencia de IS903 truncada corriente abajo de las secuencias ISECp1-blaCTX-M-14. 
En los cinco aislados asociados en los que se identificó la secuencia ISCR1-blaCTX-M-
14a (n=3) e ISCR1-blaCTX-M-14b (n=2), éstas se localizaron en un derivado defectivo de Tn402, 
similar a In60 asociado a blaCTX-M-9 (GenBank AF171429). En nuestro caso, la asociación de 
In60 a Tn21 no pudo ser establecida (Figura 31). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Estructura de In60 que contiene al gen blaCTX-M-14b. 
5´-CS 3´-CS1casetes 
dfr16 aadA2Int1 qacEΔ1 sul1 ISCR1 blaCTX-M-14b IS3000orf3-like
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3.3 SHV-12  
3.3.1 Aislados, pacientes y origen de las muestras 
En el estudio se incluyeron 49 aislados productores de SHV-12, obtenidos de 48 individuos 
desde 1999 hasta 2005 que incluían pacientes comunitarios (n=23; 46,9%) y pacientes 
hospitalizados en Áreas Médicas (n=14; 28,6%), Quirúrgicas (n=6; 12,2%) y UCIs (n=4; 
8,2%). El origen de las muestras fue el siguiente: orinas (n=16; 33,0%), heces (n=12; 25%), 
heridas (n=5; 10,0%), catéter y muestras respiratorias (n=2 cada uno; 4,0%), bilis, 
broncoaspirado, sangre, biopsia, exudado, orgánica, respiratoria (n=1 cada uno; 2,0%). 
También se estudió un aislado procedente de una muestra de alimentos y otro de agua de un 
lago. 
 
3.3.2. Estructura poblacional  
Los 49 aislados fueron identificados como E. coli (n=33) y K. pneumoniae (n=16). El análisis 
por PFGE de los aislados de E. coli mostró una gran diversidad (33 aislados/29 pulsotipos), 
mientras que la mayoría de los aislados de K. pneumoniae (75,0%; 12/16) pertenecían al 
mismo clon (Kp49S), detectado desde 2001 a 2003 en diferentes áreas del hospital. 
Los aislados de E. coli correspondieron a los grupos filogenéticos D (42,4%; 14/33), A 
(36,4%; 12/33), and B1 (21,2%; 7/33). Los aislados del filogrupo A pertenecieron en su 
mayoría al complejo clonal ST23 (4/9; 44,4%) y en menor medida al complejo clonal ST10 
(2/9; 22,2%). Los aislados del grupo B1 y D correspondieron con una gran variedad de STs y 
complejos clonales, sin que ninguno de ellos fuera predominante (Figura 32, Tabla 24). 
Todos los aislados de K. pneumoniae productores de SHV-12 se clasificaron dentro del grupo 
filogenético KpI. El análisis por MLST, mostró una gran variabilidad de STs, algunas de ellas 
no descritas anteriormente (ST346, ST370, ST385) (Figura 23, Tabla 21). 
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Figura 32. Representación mediante e-BURST de la estructura poblacional de E. coli productor de SHV-
12 utilizando todas las ST incluídas en la base de datos de MLST de E. coli. Las ST caracterizadas en este 
estudio están señaladas con una flecha roja o dentro de un círculo. Los círculos azules representan a los 
fundadores de cada complejo clonal, los círculos rosa corresponden a los subgrupos de un fundador y los 
círculos negros al resto de singletons. La unión entre dos ST representa una única diferencia (single-locus) 
entre ellos. Este diagrama no representa la distancia entre ST no relacionadas y los complejos clonales. 
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3.3.3 Sensibilidad a antibióticos no beta-lactámicos  
Los aislados productores de SHV-12 fueron resistentes a sulfonamidas (89,4%; 42/47), 
trimetoprim (70,2%, 33/47), tetraciclina (61,7%, 26/47), estreptomicina (53,2%, 25/47), ácido 
nalidíxico (52,1%; 24/47), cloranfenicol (44,7%; 21/47) y de manera menos frecuente a 
espectinomicina (38,4%; 18/47), ciprofloxacino (23,4%; 11/47), kanamicina (19,2%; 9/47), 
tobramicina (10,6%; 5/47), gentamicina y amicacina (8,5% cada uno; 4/47), y apramicina 
(6,4%; 3/47). 
 
3.3.4 Caracterización de los plásmidos  
El gen blaSHV-12 fue transferido por conjugación en el 91,2% (45/49) de los aislados. Se 
caracterizaron 37 plásmidos que se clasificaron en los grupos IncI (46%; 17/37), IncN (8,1%; 
3/37), IncFIB (8,1%; 3/37) e IncA/C (2,7%; 1/37). Trece plásmidos(35,1%; 13/37) se 
clasificaron como cointegrados de los grupos IncI e IncN (Tabla 25). 
Los plásmidos IncI mostraron un tamaño variable (desde 80 a 100 Kb) y se 
describieron principalmente en los años 2003-2004 en pacientes de la comunidad o en las 
muestras de aguas y alimentos (70,6%; 12/17). No se encontró ningún patrón de restricción 
mayoritario. El análisis de la secuencia de la región de replicación completa de los plásmidos 
IncI1, mostró una identidad de nucleótidos del 100,0% con la del plásmido pSL476_91 
(GenBank YP_002043842) en 4 de los plásmidos, del 99,0% con la del plásmido 
pCVM29188_101 (GenBank YP_002039041) en seis plásmidos y del 99,0% con la del 
plásmido pTN38148 (GenBank YP_002302249) en 2 plásmidos.  
Los plásmidos IncN presentaron un tamaño de 40 Kb, y en ninguno de los casos se 
pudo determinar su perfil de restricción. Se encontraron en aislados hospitalarios recogidos en 
desde el año 1999 al 2001. Se caracterizaron cointegrados de los grupos IncI e IncN de 40 y 
60 Kb. Los plásmidos de 40 Kb, que presentaron el mismo perfil de restricción, se obtuvieron 
de aislados de E. coli y de K. pneumoniae de distintos orígenes (2003-2004). 
Los plásmidos FIB de 145-150 Kb se localizaron en aislados de distintos orígenes en 
2001 y 2002. 
El plásmido IncA/C de 50 Kb se caracterizó en un aislado de E. coli procedente de un 
paciente comunitario del año 2000. 
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El descubrimiento de los antibióticos constituyó un hito en el desarrollo de la medicina, pero a 
medida que se generalizó su uso, las bacterias han ido generando mecanismos de resistencia a 
todos las familias de agentes antimicrobianos disponibles, constituyendo en la actualidad un 
grave problema de Salud Pública (World Health Organization, 2002).  
Las BLEE confieren resistencia a antibióticos de primera elección y desde su 
detección inicial en el año 1983 (Knothe y cols., 1983), ya se consideraron como un 
importante problema a nivel hospitalario. Fue en este ámbito dónde se desarrollaron los 
primeros trabajos para conocer su epidemiología. En aquellos años, las cefalosporinas de 
amplio espectro hidrolizadas por estas enzimas suponían los últimos recursos en cuanto a 
opciones terapéuticas de antibióticos beta-lactámicos. Dos años más tarde se pudo disponer de 
las carbapenemas como alternativa. 
Los primeros aislados productores de BLEE estaban asociados a K. pneumoniae  
causante de brotes nosocomiales, en su mayoría en UCIs y que producían enzimas de tipo 
TEM y SHV (Paterson y cols., 2005; Peña y cols., 2001). En la actualidad son más 
prevalentes los aislados de E. coli procedentes de pacientes de la comunidad, sobre todo los 
productores de enzimas de tipo CTX-M (Cantón y cols., 2006). El éxito en la diseminación de 
estos aislados es un hecho multifactorial en el que se encuentran implicados no sólo la 
dispersión clonal sino también los elementos genéticos (integrones, transposones, plásmidos) 
a los que se asocian los genes blaBLEE. 
La presencia de portadores sanos de enterobacterias productoras de BLEE se ha puesto 
de manifiesto en los últimos años en diversos estudios dónde se analiza su prevalencia. Estos 
trabajos se han realizado tanto en individuos que han tenido contacto con el medio 
hospitalario como en  aquellos carentes de este nexo epidemiológico (Ben-Ami y cols., 2006; 
Castillo y cols., 2007; Miró y cols., 2005; Pallecchi y cols., 2007; Vinué y cols., 2009) 
mostrando en algunos de estos estudios un aumento en el porcentaje de portadores a lo largo 
del tiempo (Castillo y cols., 2007; Pallecchi y cols., 2007). La existencia de portadores de 
microorganismos productores de BLEE aumenta la complejidad del problema, puesto que 
podrían representar no sólo un reservorio para este tipo de aislados facilitando así su 
diseminación, y constituir un factor de riesgo de padecer infecciones por este tipo de aislados, 
sobre todo cuando se produce el ingreso hospitalario (Ben-Ami y cols., 2006).  
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En esta Tesis se estudian aspectos epidemiológicos de los aislados productores de 
BLEE en la comunidad (estudio de portadores fecales, voluntarios sanos, convivientes y 
muestras ambientales) y de aislados clínicos de K. pneumoniae tanto en el ámbito hospitalario 
como en el extrahospitalario. Este microorganismo se ha considerado como un reservorio de 
genes productores de estas enzimas, siendo particularmente útil para monitorizar los posibles 
cambios epidemiológicos. También se analizan aspectos de la epidemiología molecular de 
distintas BLEE (CTX-M-2, CTX-M-14, SHV-12) con el objetivo de conocer los posibles 
factores implicados en su persistencia y diseminación. 
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1. AISLADOS PRODUCTORES DE BLEE EN LA COMUNIDAD Y EN EL 
HOSPITAL 
 
Desde su primera descripción en nuestro hospital en 1988 (Baquero y cols., 1988), se ha 
realizado un seguimiento continuo de los aislados productores de BLEE. Al igual que ha 
ocurrido en otros hospitales, los estudios de portadores fecales de bacterias productoras de 
esta enzimas sólo se realizaron en el contexto de vigilancia epidemiológica de brotes y de 
seguimiento de bacterias multirresistentes. 
En el año 1991 se realizó un estudio de portadores fecales en una situación de aparente 
ausencia de brote (Cantón, Tesis Doctoral, 1994; Valverde y cols., 2004). En este trabajo se 
incluyeron las muestras enviadas al Laboratorio de Microbiología para la caracterización 
rutinaria de enteropatógenos. En los años 2003 y 2007, se realizaron estudios siguiendo la 
misma metodología que mostraron un aumento global en la prevalencia de portadores fecales 
(0,6%, 7,0% y 8,2%, respectivamente), siendo más notable en sujetos procedentes de la 
comunidad (0,7%, 5,5% y 7,9%) que en pacientes ingresados en el hospital (0,3%, 11,8% y 
8,9%) (Valverde y cols., 2004; Paniagua y cols., 2010). Estos resultados son similares a los de 
otros estudios de portadores realizados en hospitales de nuestro país. En un trabajo realizado 
en Barcelona por Miró y cols. en 2002 la incidencia de portadores fecales en pacientes 
extrahospitalarios fue del 7,5% (Miró y cols., 2005). En otro estudio llevado a cabo en 2002 y 
2004 en Zaragoza, Castillo y cols. mostraron un aumento en la prevalencia de portadores 
desde un 2,3% en 2002 a un 7,4% en 2004. En este trabajo, los porcentajes de pacientes 
comunitarios portadores de aislados productores de BLEE también aumentaron 
significativamente de un 2,1% a un 7,2% (Castillo y cols., 2007). El aumento en la 
prevalencia de los portadores de enterobacterias con BLEE reafirma la importancia del 
compartimento intestinal como reservorio para este tipo de microorganismos.  
En nuestro trabajo, las cifras de colonización descritas para pacientes hospitalarios son 
mayores que en los pacientes ambulatorios. Castillo y cols. también describen porcentajes de 
colonización de pacientes hospitalarios superiores a las de los individuos de la comunidad 
(2,5% vs 2,3% en 2002 y 8,2% vs 7,2% en 2004) (Castillo y cols., 2007). El hecho de que en 
los hospitales exista una mayor presión antibiótica facilitaría la selección de microorganismos 
productores de BLEE y que por tanto exista un mayor porcentaje de individuos colonizados 
en el hospital que en la comunidad. Asimismo, en este contexto es más fácil que se produzcan 
procesos de transmisión de estos microorganismos entre diferentes pacientes. 
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Las cifras de colonización de los voluntarios sanos incluidos en el estudio de 2003 
fueron menores que las de los pacientes comunitarios (3,7% vs 5,5%). Este dato es menor que 
el descrito por Vinué y cols. en 105 muestras de heces de voluntarios sanos recogidas en 2007 
en Madrid y La Rioja donde la tasa de colonización llega al 6,6%.(Vinué y cols., 2009) 
Woerther y cols   describen en una  aldea de la Guayana Francesa un incremento en el 
porcentaje de colonización en voluntarios sanos desde el 3,2% en 2001 hasta el 8,0% en 2006 
(Woerther y cols., 2010). Otros estudios reflejan un menor índice de colonización en este tipo 
de individuos. En niños en Latinoamérica sin contacto con el medio hospitalario, la tasa de 
colonización fue del 0,1% en 2002 y se incrementó hasta el 1,7% en 2005 (Pallecchi y cols., 
2007). Estas cifras fueron más elevadas en trabajadores sanitarios (3,4%) y estudiantes (2,4%) 
en el Líbano (Moubareck y cols., 2005). En otro trabajo llevado a cabo en Arabia Saudí por 
Kader y cols. (Kader y cols., 2007), los porcentajes de colonización son más elevadas tanto en 
el caso de pacientes como en voluntarios sanos (26,1% de los pacientes hospitalarios, 15,4% 
de los extrahospitalarios y 13,1% de los voluntarios sanos). 
La presencia de portadores fecales de enterobacterias productoras de BLEE en la 
comunidad y su posible papel como reservorio de estos aislados podrían favorecer su 
diseminación en el hospital, dónde la presión antibiótica es mayor que en el ámbito 
comunitario. No obstante, la utilización de antibióticos en la comunidad que son hidrolizados 
por las BLEE, como por ejemplo cefuroxima y otras cefalosporinas orales de espectro 
reducido y de antibióticos no beta-lactámicos como las fluoroquinolonas, podrían haber 
ejercido un efecto de selección de estos aislados en el ámbito comunitario. En este sentido 
distintos autores señalan el consumo de antibióticos como un factor de riesgo para la 
adquisición de infecciones por aislados con BLEE (Ben-Ami y cols., 2009; García San 
Miguel y cols., 2007; Rodríguez-Baño y cols., 2010).  
El flujo entre los aislados productores de BLEE procedentes de la comunidad y el 
hospital queda patente en distintos estudios. En el trabajo realizado por Oteo y cols. en 
hospitales, residencias de ancianos o en instituciones de atención comunitaria se detecta la 
presencia de un grupo clonal presente tanto en el ámbito hospitalario como en la comunidad 
(Oteo y cols., 2006). Ben-Ami y cols. estudiaron en Israel la prevalencia de portadores fecales 
antes del ingreso en el hospital, alcanzándose unas tasas de colonización del 10,8%. Estos 
pacientes procedían de su domicilio o de instituciones de larga estancia. De ellos un 15,4% 
tuvo bacteriemia por los mismos microorganismos productores de BLEE por los que estaba 
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previamente colonizado (Ben-Ami y cols., 2006). Este hecho demuestra en parte la 
importancia de la colonización fecal para la infección posterior por estos microorganismos. 
Otro estudio similar realizado en otro centro hospitalario del mismo país, reveló que el 
porcentaje de portadores de BLEE en su ingreso es del 8,0% (13/167). De estos pacientes, 12 
permanecieron ingresados en el hospital dos semanas después y el 33,0% (4/12) continuó 
colonizado por microorganismos productores de BLEE (Friedmann y cols., 2009). 
La infección o colonización por microorganismos productores de BLEE no es un 
hecho que se produzca exclusivamente a nivel nosocomial, como lo demuestran distintos 
estudios realizados en individuos procedentes de la comunidad o de centros de larga estancia, 
que podrían actuar como reservorio de los aislados productores de BLEE (Nicolas-Chanoine y 
cols., 2008a; Pitout y cols., 2008; Rodríguez-Baño y cols., 2008a). Estos microorganismos 
son los responsables de infecciones de origen comunitario como infecciones del tracto 
urinario, bacteriemias asociadas a las mismas o infecciones intra-abdominales. Además estos 
pacientes tienen más probabilidad de recibir un tratamiento empírico inadecuado, por lo que 
los estudios de factores de riesgo son necesarios para adecuar el tratamiento y las medidas de 
control de la infección (Ben-Ami y cols., 2009; Rodríguez-Baño y cols., 2010).  
En varios estudios de pacientes comunitarios se observa un aumento de los aislados de 
E. coli productores de CTX-M y causantes de infecciones del tracto urinario (Arpin y cols., 
2009; Ho y cols., 2007; Rodríguez-Baño y cols., 2008b). Sin embargo, son pocos los 
realizados para conocer la prevalencia de portadores en individuos con este tipo de 
infecciones y en las personas que conviven con ellos. Los datos de colonización obtenidos en 
nuestro estudio de convivientes muestran un porcentaje del 70,0% en pacientes con 
infecciones por microorganismos productores de BLEE. Las cifras para sus convivientes 
fueron del 16,7% y aumentó hasta el 42,1% cuando se consideraron convivientes de pacientes 
colonizados, indicando una posible transmisión de las cepas con BLEE en este grupo de 
pacientes, sin excluir una fuente común (Valverde y cols., 2008b). En un trabajo realizado por 
Rodríguez-Baño y cols. estudiaron la colonización de pacientes con infección del tracto 
urinario causada por E. coli productor de BLEE, la de sus convivientes y la de familiares que 
no conviven con ellos. Las cifras de colonización descritas son: 67,9%; 27,4%; y 15,6%, 
respectivamente para cada grupo (Rodríguez-Baño y cols., 2008c). Todos estos datos sugieren 
que la colonización por microorganismos productores de BLEE puede ser un factor de riesgo 
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para sufrir infecciones del tracto urinario por dichas bacterias, así como para incrementar la 
posibilidad de transmisión de persona a persona. 
Otros factores que también pueden influir en la diseminación de BLEE e incluso 
constituir un reservorio de las mismas es su presencia en el medio ambiente y en alimentos. 
Los resultados de esta Tesis indican que el porcentaje de aislados procedentes de aguas y 
alimentos es todavía muy bajo en nuestro entorno (0,2% y 1,0%; respectivamente). En 
cambio, Jouini y cols. en Túnez, encuentran que el porcentaje E. coli productores de BLEE en 
las muestras de alimentos analizadas alcanzan el 26,0% (Jouini y cols., 2007). En otro estudio 
realizado en Barcelona por Mesa y cols., la prevalencia de enterobacterias productoras de 
BLEE en alimentos en el año 2004 fue del 0,4% y en aguas procedentes de una depuradora 
del 100% (Mesa y cols., 2006). Prado y cols. en 2008 analizaron muestras de efluentes de una 
planta de tratamiento de un hospital en Brasil, y detectaron un porcentaje de K. pneumoniae 
productor de BLEE del 46,5%, lo que podría constituir una vía de diseminación de estos 
aislados en el medio ambiente (Prado y cols., 2008). En 2009, en un estudio realizado por 
Machado y cols. en aguas de efluentes de cuatro hospitales portugueses, aguas de río y de mar 
cercanas a zonas de vertidos, también se detectó la presencia de enterobacterias productoras 
de BLEE (Machado y cols., 2009). La posible transmisión de aislados productores de BLEE a 
través de la cadena alimentaria ha sido sugerida en varios trabajos. En 2003, Prats y cols. 
(Prats y cols., 2003) detectaron en un campamento la diseminación en 9 de 22 personas de dos 
cepas de E. coli multirresistentes y Salmonella enterica procedentes de un brote de 
gastroenteritis, planteando la posibilidad de que el agua o los alimentos fueran los vehículos 
de diseminación de estos aislados. En 2008, Lavilla y cols. analizaron muestras de heces de 
individuos implicados en distintos brotes de gastroenteritis, de manipuladores de alimentos 
relacionados y no relacionados con los brotes y muestras de alimentos cocinados y crudos 
(Lavilla y cols., 2008a). El porcentaje de portadores fecales de aislados productores de BLEE 
fue del 6,4% entre los comensales y del 27,5% en los manipuladores de alimentos sin contacto 
con brotes. En 10 de los brotes asociados a BLEE, se identificó la misma cepa entre todos los 
comensales y en uno de ellos, uno de los manipuladores también fue colonizado por el mismo 
clon. La prevalencia de los aislados productores de BLEE en alimentos cocinados fue del 
0,3% y en alimentos crudos del 26,7%. A pesar de que las muestras de alimentos analizadas 
no procedían de ninguno de los brotes, este estudio sugiere la posible vía de transmisión de 
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microorganismos productores de BLEE a través de los alimentos, probablemente desde dos 
reservorios: los animales destinados a consumo humano y los manipuladores de alimentos.  
Por otra parte, existen diversos trabajos que demuestran que tanto los animales de 
granja como de compañía e incluso los de vida libre son portadores de microorganismos 
productores de BLEE (Carattoli, 2008; Costa y cols., 2006; Poeta y cols., 2009; Sun y cols., 
2009; Torres y cols., 2007). En los distintos estudios se ha constatado un aumento de los 
animales portadores de aislados productores de BLEE, especialmente de aquellos con enzimas 
de tipo CTX-M (Carattoli, 2008; Sun y cols., 2009; Torres y cols., 2007). Las especies donde 
se detectan estos aislados mayoritariamente son E. coli y S. enterica. Parece que existe una 
correlación entre las variantes de BLEE detectadas en los aislados de origen humano y animal 
en un mismo país. Así, en España las variantes más detectadas en aislados animales son las 
del grupo CTX-M-9 y SHV-12, lo que también ocurre en humanos (Briñas y cols., 2005b; 
Diestra y cols., 2008), en Japón la enzima CTX-M-2 es muy prevalente tanto en aislados de 
animales como de humanos (Hawkey, 2008; Kojima y cols., 2005) o en Portugal dónde TEM-
52 se ha detectado tanto en aislados de animales de compañía, salvajes y como en humanos 
(Costa y cols., 2004; Costa y cols., 2006; Machado y cols., 2007). Más recientemente, Ewers 
y cols. han descrito la presencia del clon de E. coli O25:H4-ST131 productor de CTX-M-15 
responsable de la pandemia en humanos, en aislados procedentes de mascotas de distintos 
países europeos (Ewers y cols., 2010). Estos estudios reflejan, al igual que en los humanos, el 
papel del intestino animal como reservorio de microorganismos productores de BLEE, y no se 
puede descartar la cadena alimentaria, en el caso de animales destinados al consumo humano 
o la convivencia con animales de compañía como vía de la diseminación de estos 
microorganismos entre ambas especies. 
Nuestro estudio revela un aumento tanto en la diversidad como en la prevalencia de 
BLEE de distintos orígenes a lo largo del tiempo de BLEE. Las enzimas más prevalentes en el 
ámbito comunitario en todos los estudios de portadores y de aguas y alimentos fueron CTX-
M-14 y SHV-12. La detección en 2007 de enzimas del grupo CTX-M-1, presentes tanto en 
aislados de origen nosocomial y comunitario, pone de manifiesto el cambio en la 
epidemiología de BLEE. En nuestro país, distintos estudios revelan la presencia mayoritaria 
de aislados productores de CTX-M-14 y SHV-12 (Diestra y cols., 2008; Romero y cols., 
2005). En un trabajo reciente de Rodríguez-Baño y cols., se describe una epidemiología 
similar en los aislados de E.coli de origen comunitario productores de CTX-M y SHV, siendo 
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ambos causantes de infecciones en la comunidad (Rodríguez-Baño y cols., 2009). En otros 
estudios de diferentes países, las enzimas de tipo CTX-M-14 son también mayoritarias en 
aislados de la comunidad, causando incluso brotes epidémicos (Ho y cols., 2007; Pitout y 
cols., 2005a; Tian y cols., 2008). 
El análisis de la estructura poblacional mediante PFGE de los aislados de E. coli 
productores de BLEE, mostró una gran variabilidad genética, poniendo de manifiesto que la 
diseminación de estos aislados no depende tanto de la dispersión clonal como de los 
elementos dónde se vehiculan los genes blaBLEE. En otros estudios donde este análisis se 
realiza mediante MLST, la  población de E. coli se distribuye en varias secuencias tipo (Oteo 
y cols., 2009b; Rodríguez-Baño y cols., 2004). La utilización del MLST es una herramienta 
extremadamente útil a la hora de conocer la epidemiología de los aislados de E. coli 
productores de BLEE y de aislados uropatogénicos o enteropatogénicos (Lau y cols., 2008b; 
Pitondo-Silva y cols., 2009) y para la detección de clones epidémicos diseminados en 
diferentes países como ha ocurrido en el caso de los aislados productores de CTX-M-15 
pertenecientes al clon ST131 ampliamente distribuido en todo el mundo (Coque y cols., 
2008b; Nicolas-Chanoine y cols., 2008b) o de ST69 (Manges y cols., 2008; Tartof y cols., 
2005) 
El uso previo de antimicrobianos ha sido descrito como uno de los factores de riesgo 
para la adquisición de aislados productores de BLEE tanto en la comunidad como en el 
hospital (Ben-Ami y cols., 2009; Katsandri y cols., 2008). La presencia de resistencias 
múltiples a antibióticos no beta-lactámicos en los aislados productores de BLEE puede 
contribuir a su selección y su diseminación. En nuestros aislados procedentes de portadores 
fecales, se observó una disminución notable de la sensibilidad a fluoroquinolonas. La 
resistencia a este grupo de antimicrobianos en los aislados productores de BLEE se ha 
convertido en una característica habitual de los mismos (Kariuki y cols., 2007; Kim y cols., 
2008; Rooney y cols., 2009). El aumento de las tasas de resistencia en los últimos años es 
debido a la presencia de enzimas de la familia QNR o una variante de la acetilasa modificante 
de aminoglucósidos denominada AAC(6’)-lb-cr (Crémet y cols., 2009; Dahmen y cols., 2010; 
Hawkey y cols., 2009; Lavilla y cols., 2008b). 
Los porcentajes de resistencia obtenidos para estreptomicina, sulfonamidas, 
trimetoprim y tetraciclinas fueron superiores al 50,0%. Este hecho podría estar relacionado 
con las estructuras genéticas de los genes blaBLEE en las que se incluyen también estos genes 
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de resistencia (Machado y cols., 2005; Novais y cols., 2006). Las tasas de resistencia a 
aminoglucósidos observadas en los distintos estudios de portadores fueron variables, con 
valores más elevados en el año 2007. La resistencia a aminoglucósidos se ha asociado con la 
presencia de los genes de enzimas modificantes en integrones o transposones que también 
incluyen los genes blaBLEE (Gruteke y cols., 2003; Jones y cols., 2005; Machado y cols., 2007) 
y a la reciente caracterización de 16S ARNr metilasas (Bogaerts y cols., 2007; Doi y cols., 
2007). 
El aumento de aislados multiresistentes productores de BLEE ha sido ampliamente 
descrito en diferentes estudios y está relacionado con la adquisición de nuevos genes de 
resistencias más que con eventos mutacionales (Coque y cols., 2008a; Martínez-Martínez, 
2007). 
Los estudios epidemiológicos de detección y caracterización de BLEE realizados en 
esta tesis demuestran la distribución de las BLEE en las distintas especies bacterianas 
procedentes del ámbito hospitalario, la comunidad o el medio ambiente. Estos estudios 
ayudan a conocer la evolución de los aislados productores de BLEE a lo largo del tiempo lo 
que permitiría establecer medidas de control que limiten su diseminación entre los distintos 
compartimentos. 
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2. EPIDEMIOLOGÍA MOLECULAR DE K. pneumoniae PRODUCTOR DE BLEE 
 
K. pneumoniae es un importante patógeno causante de infecciones asociadas con la 
hospitalización como bacteriemias, infecciones del tracto urinario o neumonía nosocomial en 
pacientes de UCI (Podschun y cols., 1998). Asimismo, es relevante su papel en infecciones de 
origen comunitario como neumonía o abcesos hepáticos  (Keynan y cols., 2007). 
K. pneumoniae es un ejemplo de microorganismo multiresistente, siendo una de las 
enterobacterias más frecuentemente asociadas a la producción de BLEE. En un estudio 
realizado en 2003 en Estados Unidos, el 20,6% de los aislados de K. pneumoniae procedentes 
de pacientes de UCI eran resistente a cefalosporinas de tercera generación (Paterson, 2006). 
Los datos del estudio EARSS de 2008 reflejaron un aumento de los aislados de K. 
pneumoniae resistentes a cefalosporinas de tercera generación, especialmente en países del 
centro y suroeste de Europa (EARSS, 2008). Además un 14,0% de estos aislados eran 
también resistentes a fluoroquinolonas y aminoglucósidos. La reciente descripción de nuevos 
mecanismos de resistencia a distintas familias de antibióticos y la posible adquisición de las 
mismas, subraya el riesgo de aparición de aislados de K. pneumoniae resistentes a todas las 
alternativas terapeúticas (Falagas y cols., 2007).  
Las carbapenemas han sido los principales antibióticos de elección para el tratamiento 
de las infecciones causadas por E. coli y K. pneumoniae productores de BLEE, aunque en los 
últimos años también han aparecido aislados resistentes en diferentes países (Giske y cols., 
2008; Paterson, 2006). Esta resistencia en K. pneumoniae se ha asociado con la expresión de 
AmpC o de BLEE y la pérdida de proteínas de membrana, la producción de metalo-beta-
lactamasas o de carbapenemasas tipo KPC (Paterson, 2006). En nuestro hospital se han 
descrito recientemente aislados productores de SHV-12 y de VIM-1 (Tato y cols., 2007), y 
productores de KPC-3 y CTX-M-10 asociados al clon epidémico de K. pneumoniae ST388 
(Curiao y cols., 2010) persistente desde 1998 (Tabla 21). La presencia de estos aislados 
supone una limitación en cuanto al arsenal terapéutico disponible para el tratamiento de las 
infecciones por este tipo de microorganismos. 
A pesar de que en los últimos años la prevalencia de los aislados de E. coli 
productores de BLEE ha aumentado de manera considerable especialmente en la comunidad, 
no puede obviarse la compleja epidemiología de K. pneumoniae productor de BLEE. En esta 
tesis, se han estudiado las características epidemiológicas de los aislados de K. pneumoniae 
productor de BLEE obtenidos en el Hospital Universitario Ramón y Cajal desde 2001 a 2006 
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y su comparación con los obtenidos desde su primera descripción en 1989 (Coque y cols., 
2002; Valverde y cols., 2008a).  
Muchos de los estudios de epidemiología de aislados de K. pneumoniae productor de 
BLEE se han llevado a cabo en situaciones de brotes epidémicos (Carrër y cols., 2009; 
Holländer y cols., 2001; Peña y cols., 1998; Peña y cols., 2001; Velasco y cols., 2009) o en 
momentos puntuales (Diestra y cols., 2008; Jeong y cols., 2004; Luzzaro y cols., 2006; 
Minarini y cols., 2008; Paterson y cols., 2003), siendo pocos los estudios longitudinales 
realizados en una misma institución que permitan el seguimiento y evolución de los mismos 
(Coque y cols., 2002; Elhani y cols., 2010; Romero y cols., 2005; Shu y cols., 2010). En 
nuestro estudio, la frecuencia de los aislados de K. pneumoniae productores de BLEE durante 
el periodo 1989-2000 fue mayor que la observada en 2001-2006 (4,8% vs 3,4%). Esto se debe 
a un brote hospitalario por K. pneumoniae productor de TEM-4 ocurrido durante los años 
1997 y 1998 dónde los porcentajes de estos aislados fueron de 12,1% y 18,1%, 
respectivamente (Asensio y cols., 2000; Coque y cols., 2002). La mayoría de los aislados de 
nuestra colección tiene un origen hospitalario, aunque los aislados procedentes de la 
comunidad muestran un crecimiento continuo en el tiempo. El porcentaje global de K. 
pneumoniae con BLEE en el Hospital Ramón y Cajal desde 1989 a 2006 (3,8%) es similar a 
los observados en nuestro país, como el caso de Romero y cols., en Andalucía dónde la 
prevalencia es del 3,98% (Romero y cols., 2005) y el de Romero y cols., en Salamanca dónde 
el porcentaje es del 2,9% (Romero y cols., 2007). En cambio, es inferior a la observada en 
otros estudios multicéntricos llevados a cabo en España y en otros países. En el caso del 
trabajo llevado a cabo en 44 hospitales españoles durante 2006, el porcentaje de K. 
pneumoniae productor de BLEE alcanzó el 5,04% (Ángel Díaz y cols., 2009). En otros países 
la prevalencia varía de 4,2% en Nueva Zelanda (Heffernan y cols., 2009), a 7,89% en Túnez 
(Elhani y cols., 2010), 12,7% en Tailandia (Kiratisin y cols., 2008), 19,8% en Brasil (Minarini 
y cols., 2008), 23,4% en Taiwán (Shu y cols., 2010) y 49,0% en Turquía (Koksal y cols., 
2009).  
La caracterización de las BLEE obtenidas en nuestro estudio mostró la evolución a lo 
largo del tiempo en la distribución de estas enzimas. Cabe resaltar un aumento de la 
diversidad en el último periodo analizado en esta tesis (2001-2005). Esta situación también se 
pone de manifiesto en otros estudios multicéntricos llevados a cabo en nuestro país (Diestra y 
cols., 2008; Hernández y cols., 2005). Tanto los aislados productores de TEM-4, SHV-2 y 
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CTX-M-10 descritos inicialmente a finales de los años 80 y principios de los 90 y los 
productores de SHV-12 y CTX-M-15 que surgen en el periodo 2001-2005, siguen siendo 
identificados hasta la fecha. Los aislados productores de CTX-M-15, que se encuentran 
distribuidos globalmente (Damjanova y cols., 2008; Elhani y cols., 2010;  Heffernan y cols., 
2009; Mesko Meglic y cols., 2009; Shu y cols., 2010), aparecen en nuestro estudio en 2002, 
sólo un año después de su primera descripción (Karim y cols., 2001). Otras enzimas 
prevalentes en E. coli en nuestro país como CTX-M-9 o CTX-M-14 (Novais y cols., 2006; 
Rodríguez-Baño y cols., 2004) están menos representadas en los aislados de K. pneumoniae 
de este estudio. Esta situación también se describe en un estudio multicéntrico en nuestro país 
dónde el 21,9% (7/32) de las BLEE corresponden a CTX-M-9 y el 6,3% (2/32) a CTX-M-14 
(Diestra y cols., 2008).  
El análisis de la estructura poblacional y de los elementos de transferencia horizontal 
demostró que la persistencia de determinadas enzimas estaba ligada a la existencia de clones 
epidémicos y al mantenimiento de determinados plásmidos en diferentes clones. 
La detección de aislados de K. pneumoniae productores de TEM-4 persiste desde 1989 
a 2005, asociada a clones epidémicos y plásmidos altamente transmisibles. Los resultados 
muestran la presencia de un plásmido (pRYCE11) en distintos clones de los años 1989-2000 
(uno de ellos responsable de un brote epidémico en UCIs durante 9 meses) (Asensio y cols., 
2000; Coque y cols., 2002) y el otro (pRYCE26) detectado principalmente en pacientes 
extrahospitalarios en el periodo 2001-2005. Este hecho demuestra la persistencia a lo largo 
del tiempo de un plásmido específico, capaz de movilizarse entre distintas cepas de distintos 
compartimentos. Recientemente, se ha descrito en España un brote causado por 2 clones 
productores de TEM-4 en una unidad de neonatos dónde ambos portaban plásmidos similares 
(Velasco y cols., 2009). 
La presencia de aislados productores de CTX-M-10 se detecta también a lo largo de 
ambos periodos estudiados. El primer aislado productor de CTX-M-10 se describió en 1997 
en el Hospital Ramón y Cajal en una cepa de E. coli (Oliver y cols., 2001) y desde entonces se 
ha diseminado en distintas especies de enterobacterias asociada a un elemento relacionado 
con fagos (Oliver y cols., 2005). La epidemiología de los aislados productores de CTX-M-10 
se encuentra prácticamente restringida a España (Cartelle y cols., 2006; Hernández y cols., 
2005; Riaño y cols., 2009; Oliver y cols., 2005), con escasos ejemplos de descripción en otros 
países (Lartigue y cols., 2005). En los aislados de K. pneumoniae productores de CTX-M-10 
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del periodo 1989-2000 no se detectan ni clones epidémicos ni plásmidos altamente 
transmisibles. En cambio, en un estudio realizado en nuestro hospital con aislados de 
Enterobacter spp. productores de BLEE (Cantón y cols., 2002) se detectaron dos clones de E. 
cloacae productores de CTX-M-10, uno desde 1997 a 2000 diseminado en distintas áreas del 
hospital y otro en 1999 y 2000 en el área de traumatología. En el periodo 2001-2005, a pesar 
de no existir una clara dispersión clonal, el mismo plásmido (pRYCE30) se detectó en 
diferentes clones y años, principalmente en el ámbito hospitalario. 
El primer aislado de K. pneumoniae productor de SHV-12 se detectó en 2001 y desde 
entonces se ha diseminado con éxito tanto en el ámbito nosocomial como en el comunitario. 
Dentro de estos aislados, se describió la persistencia de un clon de K. pneumoniae productor 
de SHV-12 (Kp49S) en un brote no documentado a priori durante 2 años en distintas áreas 
del hospital. Todos los aislados eran portadores del mismo plásmidos (pRYCE28). Los brotes 
epidémicos tanto de clones productores de SHV-12 como de plásmidos han sido recogidos 
por distintos autores, todos ellos procedían del ambiente hospitalario (Al-Obeid y cols., 2009; 
Ben-Hamouda y cols., 2004; Oteo y cols., 2008; Pagani y cols., 2000). La presencia de un 
plásmido con el mismo perfil de restricción (pRYCE38), en distintos clones productores de 
SHV-2 y SHV-12 podría reflejar la evolución por mutación de estas BLEE tal y como se ha 
sugerido en otros trabajos (Ben-Hamouda y cols., 2004; Kim y cols., 2002). 
En los últimos años se ha experimentado un aumento de los aislados productores de 
CTX-M-15 a nivel mundial en distintas especies de enterobacterias (Cantón y cols., 2006; 
Coque y cols., 2008b). En nuestro caso, el primer aislado de K. pneumoniae productor de 
CTX-M-15 se detectó en el año 2002 y hasta 2005 su diseminación se ha producido 
principalmente en asociación con el hospital. La mayoría de los aislados productores de CTX-
M-15 (69,2%; 9/13) pertenecieron al mismo clon (Kp47C), asociado al plásmido pRYCE34 y 
diseminado desde 2002 hasta 2005en varias áreas del hospital. En el último año han sido 
varios los brotes descritos por aislados productores de esta enzima que incluyen no sólo la 
diseminación en un mismo hospital, como ha ocurrido en España, Francia y Suecia (Ruiz y 
cols., 2010; Carrër y cols., 2009; Lytsy y cols., 2008) sino también entre distintos hospitales 
como el caso de Barcelona (Coelho y cols., 2009) o en distintas localizaciones geográficas 
como un estudio llevado a cabo en la India, dónde se analizaron muestras fecales de enfermos 
con diarrea y se describió un mismo clon productor de CTX-M-15 en tres zonas distintas del 
país (Muzaheed y cols., 2009).  
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A pesar de la existencia de clones epidémicos, el análisis de los resultados de MLST 
mostró una gran diversidad de ST, y no se encontró ninguna asociación clara entre el tipo de 
BLEE o el origen de los aislados o los tipos de muestras y las ST específicas. No obstante, se 
describen ST ampliamente diseminadas en el mundo, como el caso de ST15 en una aislado 
productor de CTX-M-15, causante de brotes epidémicos como el ocurrido en Hungría 
recientemente (Damjanova y cols., 2008). Asimismo, todos las ST asignadas a los aislados 
con CTX-M-15 (ST15, ST16, ST13 y ST134) son diferentes a los encontrados en un trabajo 
realizado por Oteo y cols. (Oteo y cols., 2009c) dónde se analizan 162 aislados de K. 
pneumoniae productores de CTX-M-15 de 5 hospitales distintos de España procedentes de 
recién nacidos y adultos y dónde las ST descritas se asocian tanto a aislados clínicos causantes 
de infecciones como aislados colonizadores. En otro trabajo realizado en Túnez (Elhani y 
cols., 2010), se describen las ST101 y ST107 productoras de CTX-M-15 como causantes de 
sendos brotes en UCI y en la Unidad de Pediatría del hospital. Este mismo trabajo también 
presenta una gran diversidad de ST en el caso de los aislados productores de SHV-12, al igual 
que ocurre en nuestra colección. Cabe resaltar la presencia de ST virulentas, como ST14, 
causantes de mastitis en vacas, de distintas infecciones en humanos y asociados a productores 
de enzimas del tipo SHV y productores de KPC (Brisse y cols., 2009; Hrabák y cols., 2009; 
Paulin-Curlee y cols., 2007). En el caso de ST388, un clon persistente desde 1998 hasta 2003 
como productor de CTX-M-10, se ha descrito recientemente en nuestra institución como un 
clon productor de KPC-3 y de CTX-M-10 (Curiao y cols., 2010). Este resultado podría 
reafirma la mayor facilidad de clones persistentes en la adquisición de nuevo elementos 
genéticos de resistencia. La presencia de ST13 y ST37 se ha descrito en aislados productores 
de AmpC plasmídicas (DHA-1) en un hospital de Cataluña, dónde 3 de los clones eran 
también productores de CTX-M-15, a diferencia de los detectados en este estudio que son 
productores de SHV-12, CTX-M-10 y TEM-4 (Diestra y cols., 2010). 
La diseminación de clones epidémicos también se ha asociado a otro tipo de 
mecanismos de resistencia como la producción de carbapenemasas. En varios estudios 
recientes se ha descrito la diseminación del clon ST258 en aislados productores de KPC en 
diferentes países como Estados Unidos, Finlandia, Italia, Noruega, Polonia y Suecia 
(Baraniak y cols., 2009; Endimiani y cols., 2009; Kitchel y cols., 2009; Osterblad y cols., 
2009; Samuelsen y cols., 2009) o ST344 y ST348 en España (Curiao y cols., 2010) lo que 
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pone de manifiesto la utilidad del MLST para el conocimiento de la epidemiología de aislados 
resistentes. 
El análisis de los grupos filogenéticos de K. pneumoniae mostró una alta 
representación de KpI (75,6%), seguido de KpIII (19,2%) y de KpII (1,3%). Los trabajos 
sobre la distribución de K. pneumoniae en los distintos grupos filogenéticos son todavía 
escasos, aunque en todos ellos el grupo mayoritario es KpI. En el análisis llevado a cabo por 
Brisse y cols. (Brisse y cols., 2004) sobre 420 aislados clínicos, el 82,1% (n=345) perteneció 
al grupo KpI, el 11,0% (n=46) a KpIII y el 6,9% (n=29), cifras similares a las obtenidas en 
nuestros aislados. Este mismo autor, en un trabajo con 100 aislados clínicos de animales 
también encuentra un mayor porcentaje de aislados del grupo KpI (78%) que de KpIII (8%) y 
KpII (5%) (Brisse y cols., 2005). Es interesante remarcar el hecho de la clara relación que 
existe entre los aislados productores de CTX-M-10, muchos de ellos nosocomiales, y el grupo 
filogenético KpIII. Este grupo se ha asociado con un origen medioambiental y a la enzima 
cromosómica LEN, lo que también ocurre en nuestro caso (Haeggman y cols., 2004). 
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3. EPIDEMIOLOGÍA DE CTX-M-2, CTX-M-14 y SHV-12 
 
3.1 CTX-M-2 
 
En esta Tesis se incluye el estudio del entorno genético (In117) del primer aislado productor 
de CTX-M-2 obtenido en el Hospital Universitario Ramón y Cajal en 2003. La presencia de 
aislados con CTX-M-2 está ampliamente evidenciado en determinadas localizaciones 
geográficas como en Japón (Hawkey, 2008), diversos países de América del Sur (Villegas y 
cols., 2008) y en Israel (Chmelnitsky y cols., 2005), dónde su prevalencia a pesar de la 
aparición de otras enzimas de tipo CTX-M, sigue siendo alta. En nuestro país su prevalencia 
es extremadamente baja y son pocos los estudios dónde se aíslan (Cendejas y cols., 2010; 
Miró y cols., 2005). A pesar de ello, la presencia de esta enzima aumenta la diversidad de los 
genes blaCTX-M descritos en nuestro entorno.  
El integrón In117 dónde se localiza el gen blaCTX-M-2, pertenece a la familia In0. El gen 
blaCTX-M-2 se ha asociado con otros integrones de clase 1 que también contienen ISCR1 
(anteriormente conocido como orf513) en diferentes especies de enterobacterias como S. 
enterica (InS21), M. morganii (In116) y P. mirabilis (In35). Estos integrones están muy 
relacionados con la familia de In6/In7 y presentan diferentes casetes de genes: aac(6’)-Ib-
blaOXA-2-orfD en InS21 e In35 (Arduino y cols., 2002; Di Conza y cols., 2002) y  aacA4-
blaOXA-2-orfD en In116 (Power y cols., 2005). El cassete de genes de In117 situado en la 
región 5’CS1-3’CS1 (estX-aadA1) no se había descrito hasta el momento asociada a CTX-M-
2, aunque sí en aislados clínicos de Shigella sonnei asociados a integrones de clase 1 
(DeLappe y cols., 2003). El gen estX, que confiere resistencia a estreptotricina, se ha 
localizado en distintos integrones de clase 1 y 2 en aislados de la comunidad y distintas 
localizaciones geográficas (Ahmed y cols., 2005; Bischoff y cols., 2005). Este gen presenta 
una identidad de secuencia de aminoácidos del 90% con sat-1 del Tn1825. Partridge y cols. 
han demostrado que sat-1 es el resultado de la fusión de los genes estX y sat-2 (Partridge y 
cols., 2005b). Los resultados obtenidos en la caracterización del elemento muestran la 
presencia del gen blaCTX-M-2 en un transposón defectivo derivado de Tn402 y que constituye 
junto con In34 e In6 uno de los ejemplos dónde se ha caracterizado la estructura que se 
localiza detrás de 3’CS2 (Partridge y cols., 2003), donde se incluyen qacEΔ1, sul1 y orf5 
seguidos de IS1326 (perteneciente a la familia de IS21) y el módulo de transposición truncado 
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(tniBΔ1-tniA). Aunque los miembros de la familia de IS21 tienen una amplia distribución, 
IS1326 permanece ligada a integrones de clase 1 del grupo In0-In2-In5 (Brown y cols., 1996; 
Partridge y cols., 2001a; Partridge y cols., 2003). Este grupo se diferencia en el promotor de 
intI1 en las secuencias presentes en el módulo de transposición tni. 
Estas estructuras también se han descrito en nuestro entorno en BLEE ampliamente 
diseminadas como CTX-M-9 o en metalo-beta-lactamasas como VIM-1 (Novais y cols., 
2006; Tato y cols., 2010). In0, In2 e In5 son derivados de Tn402 localizados en plásmidos y/o 
transposones, a menudo en transposones mercuriales como Tn21. Estos transposones se 
consideran como una población ampliamente diseminada con pocas variantes y que se 
encuentran tanto en bacterias gram-negativas medioambientales como clínicas (Yurieva y 
cols., 1997). El transposón Tn21 está implicado en la diseminación de genes de resistencia a 
antibióticos y a mercurio puesto que está asociado a integrones y distintos genes de resistencia 
a mercurio (operón mer). Las causas de la diseminación de la familia de Tn21 podrían deberse 
a la presión antibiótica sufrida por la microbiota intestinal y la exposición a distintas fuentes 
de mercurio (Liebert y cols., 1999).  La ausencia en In117 del módulo de transposición del 
Tn21 corriente arriba de intI1 no es de extrañar, puesto que estos transposones suelen estar 
inactivados o formar estructuras mosaico mediante el intercambio por recombinación de 
módulos de transposición en el sitio res (Noguchi y cols., 2000; Partridge y cols., 2001b, 
Yurieva y cols., 1997). 
Las diferencias que se encuentran en la región 5’CS1-3’CS1 de los distintos integrones 
asociados a blaCTX-M-2 (Arduino y cols., 2003), sugieren posibles recombinaciones entre los 
diferentes casetes de los distintos integrones de clase 1 o entre CR1 y los integrones de clase 1 
que contienen la región 3’CS-1 (Boyd y cols., 2002; Partridge y cols., 2002a; Partridge y 
cols., 2002b; Partridge y cols., 2003). 
 
3.2 CTX-M-14 Y SHV-12 
 
Los resultados obtenidos en los distintos estudios que conforman esta tesis, muestran que dos 
de las enzimas más prevalentes, sobre todo en el ámbito comunitario, son CTX-M-14 y SHV-
12. Estos datos no son un hecho aislado, ya que distintos estudios epidemiológicos muestran 
también esta mayor prevalencia (Cantón y cols., 2006; Cantón y cols., 2006; Diestra y cols., 
2008; Hernández y cols., 2005; Hawkey, 2008; Romero y cols., 2005). Para conocer mejor su 
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epidemiología y los posibles factores implicados en su diseminación, en esta tesis se 
estudiaron más en profundidad los aislados productores de CTX-M-14 y SHV-12 
caracterizando su estructura poblacional, sus plásmidos y los entornos genéticos (Valverde y 
cols., 2009). 
 
3.2.1 CTX-M-14 
El análisis de la estructura poblacional de los aislados de E. coli productores de CTX-M-14 
muestra una alta representación en aislados procedentes de la comunidad causantes de 
infección urinaria de los grupos filogenéticos A y B1 además del grupo D. Esta distribución 
es similar a la encontrada por Blanco y cols. en un estudio llevado a cabo en un hospital de 
Galicia, dónde también está presente el grupo B2 (Blanco y cols., 2009). En cambio, se 
contrapone a la situación de otros países dónde en su mayoría pertenecen al grupo D y en 
menor medida a B2 (Pitout y cols., 2005a; Pitout y cols., 2005b). Entre los aislados de E. coli 
productores de CTX-M-14 pertenecientes al grupo A hay una sobrerepresentación del 
complejo clonal ST10, que se ha identificado en aislados fecales de personas sanas, cepas 
enterotoxigénicas aisladas en la comunidad y más recientemente, aislados productores de 
BLEE causantes de infecciones del tracto urinario (Leflon-Guibout y cols., 2008; Oteo y cols., 
2009b; Turner y cols., 2006; Wirth y cols., 2006). También algunos aislados productores de 
CTX-M-14 del grupo B1 se asocian con ST155 y ST359 y se han descrito en pacientes de la 
comunidad con infecciones del tracto urinario (Minarini y cols., 2007; Wirth y cols., 2006).  
La mayoría de aislados de E. coli causantes de infecciones del tracto urinario 
(uropatogénicos) pertenecen a los grupos B2 y D y algunos de ellos se encuentran 
globalmente diseminados como clones uropatogénicos como es el caso de ST131, ST69, 
ST14, ST73 y ST95 (Cagnacci y cols., 2008a; Lau y cols., 2008a; Tartof y cols., 2005). En 
este estudio, sólo una de las cepas del grupo D perteneció al complejo clonal ST69 (ST106) 
presentó el polimorfismo C288T, específico para el grupo clonal A de E. coli, responsable de 
infecciones epidémicas del tracto urinario en la comunidad (Johnson y cols., 2005; Tartof y 
cols., 2005). 
Aunque los grupos A y B1 raramente se encuentran implicados en infecciones 
extraintestinales, son prevalentes como organismos comensales tanto en animales como en 
humanos, y suelen ser enterotoxigénicos, enterohemorrágicos y en algunos casos 
enteroagregativos, dónde cada patotipo está ligado a unos determinados factores de virulencia 
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ocasionalmente vinculados a clones ampliamente diseminados (Escobar-Páramo y cols., 2004; 
Jaureguy y cols., 2008; Turner y cols., 2006, Wirth y cols., 2006).  
  Los resultados obtenidos muestran que el gen blaCTX-M-14 se encuentra localizado en 
plásmidos del complejo IncI o del grupo IncHI2. La mayoría de los plásmidos descritos 
(pRYC105, pRYC108 y pRYC109) pertenecen al grupo IncK. Un cuarto tipo descrito 
(pRYC106) es del grupo IncI y en menor medida (pRYC110) pertenece al IncHI2. La 
asociación de blaCTX-M-14 con estos grupos de incompatibilidad se ha descrito también en 
varios trabajos tanto a nivel nacional como en otros países (Carattoli, 2009, Diestra y cols., 
2009, Hopkins y cols., 2006, Marcadé y cols., 2009, Navarro y cols., 2007a). 
Es reseñable la estabilidad del plásmido pRYC105 a lo largo del tiempo y en 
diferentes linajes de E. coli, lo que sugiere un alto grado de adaptación a determinados 
entornos genéticos. Sin embargo, la presencia de plásmidos epidémicos portadores de blaCTX-
M-14 en cepas de pacientes de la comunidad y en animales de granja (Liebana y cols., 2006) 
puede dar lugar a reservorios de plásmidos altamente transmisibles en poblaciones 
heterogéneas de E. coli que pueden colonizar diferentes ambientes y también ser capaces de 
evolucionar por recombinación hacia variantes más virulentas, como parece que ha ocurrido 
con p026-Vir (GenBank NC_012487.1) y pCooKm (Froehlich y cols., 2005). 
Los plásmidos del grupo IncK se han aislado de pacientes con infecciones del tracto 
urinario desde 1970 (Araki y cols., 1983, Dudley y cols., 2006). En plásmidos IncK, como el 
caso de pSERB1 se ha descrito un sistema de secreción de tipo IV que está implicado tanto en 
la conjugación como en la adherencia de células epiteliales en superficies abióticas (Dudley y 
cols., 2006) que puede facilitar la colonización del compartimento intestinal por E. coli, 
aumentando así el perfil patogénico de determinados clones o grupos clonales (Dudley y cols., 
2006, Oshima y cols., 2008). La adquisición de plásmidos del grupo IncK que contienen el 
gen blaCTX-M-14 por parte de clones de E. coli de los grupos A y B1 podría aumentar su 
capacidad de colonización del tracto urinario en pacientes expuestos a antibióticos, como 
muestra el hecho de las altas tasas de resistencia que presentan los aislados de E. coli 
productores de CTX-M-14 causantes de infecciones del tracto urinario (65,6%). 
El esquema utilizado en la caracterización ha permitido describir un plásmido IncI 
recombinante (pRYC106) con una homología del 99,0% con la replicasa de pSERB1 y del 
100,0% con la relaxasa de pCVM29188. La presencia de plásmidos recombinantes suele 
producirse en la naturaleza, como en el caso de pSC138 (GenBank NC_007365) y pO113 
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(Leyton y cols., 2003) que sólo contienen sistemas de conjugación relacionados con el grupo 
IncI, el plásmido pCooKm (Froehlich y cols., 2005) que contiene la región de replicación del 
grupo IncI y la región de conjugación de IncF, o el plásmido p026-Vir, que contiene dos 
replicasas del grupo IncF y dos relaxasas similares a plásmidos IncK. 
A pesar de que la frecuencia de plásmidos IncHI2 en nuestro estudio es baja, su papel 
en la diseminación del gen blaCTX-M-14 no debe ser subestimado, ya que se ha descrito en otras 
localizaciones sugiriendo su amplia diseminación (Navarro y cols., 2007a). 
Los datos obtenidos sobre los plásmidos que contienen blaCTX-M-14 en otros países 
hacen pensar que también haya otros grupos de incompatibilidad implicados en su 
diseminación como los grupos IncA/C, IncFIB o IncFII (Carattoli, 2009, Marcadé y cols., 
2009). 
  En este estudio se describen dos variantes del gen blaCTX-M-14, designadas como 
blaCTX-M-14a  y blaCTX-M-14b. Estas variantes se encuentran localizadas en diferentes plataformas 
genéticas (ISEcp1 e ISCR1) asociadas con plásmidos IncK, IncHI2 e IncI-like, lo que sugiere 
diferentes eventos de movilización y los subsecuentes procesos de recombinación entre 
plásmidos. La variante blaCTX-M-14b se ha descrito en España y en Túnez (Navarro y cols., 
2007a; Vinué y cols., 2009; GenBank EU274579 ). Su localización en un plásmido IncHI2 y 
asociada a  ISCR1, al igual que ocurre con blaCTX-M-9, refleja una posible evolución por 
mutación de estos genes (Navarro y cols., 2007a; Novais y cols., 2006). La asociación de 
blaCTX-M-14 con ISEcp1 ha sido descrita por otros autores (Lartigue y cols., 2004; Navarro y 
cols., 2007a; Vinué y cols., 2009). La distancia intergénica de 42 pb identificada entre ambos 
genes y en otros de la familia de CTX-M-9 que presentan esta misma estructura como CTX-
M-9, -16,-17,-19,-21,-24 y Toho-2 (GenBank AF174129, AY033516, AF454633, AF458080, 
AJ416346, NC_011617 y D89862, respectivamente) sugeriría un único origen de todas estas 
variantes (Barlow y cols., 2008). 
 
3.2.2 SHV-12 
El análisis de la estructura poblacional de los aislados de E. coli productores de SHV-12, 
muestra una alta presencia de aislados procedentes de la comunidad causantes de infección 
urinaria pertenecientes a los grupos D, A y en menor medida a B1. Los aislados productores 
de E. coli productores de SHV-12, presentan una mayor diversidad de ST, no siendo tan clara 
la asociación entre determinados filogrupos y ST específicas. En el caso de aislados del grupo 
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A, se detectan clones pertenecientes al complejo clonal ST23 y ST10 descritos también por 
Oteo y cols. en aislados productores de esta misma enzima (Oteo y cols., 2009b). 
La estructura poblacional de los aislados de K. pneumoniae productores de SHV-12, 
muestra la mayor frecuencia de aislados procedentes del ámbito hospitalario, perteneciendo 
todos al grupo filogenético KpI. 
  Los datos obtenidos muestran que el gen blaSHV-12 se encuentra asociado a plásmidos 
de los grupos de incompatibilidad IncI, IncN, IncA/C, IncFIB y a cointegrados de los grupos 
IncI e IncN. A pesar de que las enzimas blaSHV se encuentran ampliamente diseminadas, son 
escasos los estudios sobre los plásmidos que portan estos genes. Estos trabajos muestran la 
asociación del gen blaSHV-12 con los grupos de incompatibilidad IncI1, IncK, IncN, IncHI2, 
IncFIB, IncFII e IncA/C en diferentes hospedadores y con tamaños que varían desde los 55 
hasta las 340 Kb (Carattoli, 2009; Carattoli y cols., 2010;  Diestra y cols., 2009; Marcadé y 
cols., 2009).  
La asociación de genes blaSHV con plásmidos IncN ha sido escasamente descrita hasta 
el momento. En 2010, Carattoli y cols. han secuenciado el plásmido pKOX105 portador de 
los genes blaVIM-1, qnrS y blaSHV-12 y lo compararon con otros dos plásmidos (p9 y p12) donde 
se encuentran los genes de resistencia a carbapenemas blaKPC-2 y blaKPC-3, respectivamente. En 
el análisis encuentran que los tres plásmidos presentan una alta homología en su estructura 
central, sugiriendo la existencia de un ancestro común a partir del cual se habrían generado las 
distintas variantes mediante eventos de adquisición, delección o inversión (Carattoli y cols., 
2010). En cambio, sí están bien estudiados los plásmidos IncN en  el caso de enzimas de la 
familia de CTX-M-1 (Moodley y cols., 2009; Novais y cols., 2007; Rodríguez y cols., 2009). 
En el estudio de Moodley y cols. se describe la transmisión entre aislados de E. coli cerdos y 
granjeros de este tipo de plásmidos y Rodríguez y cols. los detectan en aislados de Salmonella 
enterica procedentes de alimentos y animales de granja. La presencia de los plásmidos IncN 
se ha descrito también en aguas residuales humanas y de granjas y en excrementos porcinos 
utilizados como abono (Binh y cols., 2008; Moura y cols., 2010) lo que podría sugerir que los 
aislados animales podrían actuar como reservorio de estos plásmidos, lo que podría suponer 
una transmisión a humanos por la cadena alimentaria o por contacto con los mismos. 
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En resúmen, el aumento en la prevalencia de portadores fecales de enterobacterias 
productoras de BLEE, principalmente E. coli, no sólo en pacientes hospitalizados sino 
también en individuos de la comunidad, refuerza la importancia del tracto intestinal como 
reservorio de estos microorganismos. El aumento en el porcentaje de aislados productores de 
BLEE también ha ido asociado con una mayor diversidad de enzimas, la mayoría de tipo 
CTX-M. También se ha observado un incremento en el número de aislados procedentes de la 
comunidad, dónde las enzimas predominantes son CTX-M-14 y SHV-12. Caracterizar la 
epidemiología de estos aislados en múltiples niveles (estructura poblacional, plásmidos, 
entornos genéticos) permite tener un mejor conocimiento de la dispersión local de la 
resistencia antibiótica. 
Dentro de este escenario, también se demuestra en esta tesis la importancia de K. 
pneumoniae en la epidemiología de BLEE. La compleja situación epidemiológica reflejada en 
este estudio, con pocos brotes, persistencia y emergencia de BLEE a lo largo del tiempo, 
transmisión de plásmidos y el aumento de aislados procedentes de la comunidad, debe ser 
tenida en cuenta a la hora de realizar estudios sobre la ecología de la resistencia y la mejora de 
medidas para el posible control de estos aislados. 
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1. El aumento de la prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE en el tracto 
intestinal de pacientes hospitalizados y de la comunidad reafirman la importancia este 
compartimento como reservorio para este tipo de microorganismos.  
2. El aislamiento de clones productores de BLEE en pacientes con infecciones 
comunitarias y sus convivientes sugiere la transmisión de persona a persona de estos 
aislados, sin excluir la posibilidad de una fuente común. 
3. La sobrerepresentación de CTX-M-14 y SHV-12 en enterobacterias aisladas de 
portadores fecales hospitalizados y no hospitalizados refleja un cambio 
epidemiológico en el medio hospitalario debido probablemente a la expansión de 
enzimas del grupo CTX-M-9 y SHV en el ámbito comunitario. 
4. El aumento de la prevalencia de aislados clonalmente no relacionados de K. 
pneumoniae productores de diferentes tipos de BLEE reflejaría la adquisición de 
plásmidos altamente transmisibles que parecen haber contribuido a la selección de esta 
población al conferir ventajas adaptativas derivadas de la adquisición de genes de 
resistencia o de su mejor capacidad de colonización. 
5. La detección por primera vez en España de blaCTX-M-2 prevalente en países 
latinoamericanos aumenta la diversidad de genes blaBLEE circulantes en nuestro 
entorno y subraya la importancia de la diseminación internacional de bacterias 
resistentes. La identificación del entorno genético de blaCTX-M-2 constituye uno de los 
pocos ejemplos de integrones de clase 1 caracterizados en detalle y remarca el papel 
de Tn21 en la diseminación de estas plataformas. 
6. La diseminación del gen blaCTX-M-14 está asociada esencialmente a la dispersión de 
plásmidos IncK entre cepas uropatogénicas de E. coli de los grupos A, D y B1 con una 
sobrerrepresentación de determinados clones o secuencias tipo.  
7. El análisis de los alelos blaCTX-M-14 y las plataformas genéticas en las que se 
encuentran indicarían la existencia de diferentes eventos de movilización y la posible 
influencia del entorno genético en su diseminación. La expansión del gen blaCTX-M-14a 
entre cepas uropatogénicas de E. coli de los grupos A, D y B1 en nuestro entorno está 
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asociada esencialmente a plásmidos altamente transmisibles de tipo IncK cuyo sistema 
de conjugación favorece la colonización y la formación de biofilms de las cepas que lo 
contienen  
8. La diseminación de blaSHV-12 está asociada a su localización en plásmidos altamente 
transmisibles del grupo IncI con un alto poder de recombinación como refleja la 
presencia de cointegrados IncI-IncN. Sin embargo su asociación con plásmidos de 
distintos grupos indicaría que la recombinación homóloga entre plásmidos diferentes 
habría influído en la diseminación de este gen. 
 
Los estudios de vigilancia epidemiológica en distintos compartimentos son necesarios 
para conocer los mecanismos de dispersión de los aislados productores de BLEE y diseñar 
medidas para el control de su diseminación. El escenario descrito es complejo, donde las 
epidemias por clones específicos, la diseminación y mantenimiento de plásmidos y la captura 
de genes por determinadas plataformas genéticas han contribuido en la evolución y endemia 
local de microorganismos productores de BLEE. 
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